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F. Windisch, St. Hinkelmann und D. Stierand 


Einleitung 


L. Pasteur |i] stellte bei Untersuchung des Mineralbedarfs der 
Hefen fest, da deren Asche reich an Phosphaten ist; er fand weiter, daf 
phosphorsaures Ammonium-Magnesium sowohl als Mineralstoff- wie auch 
Eiweifquelle dienen kann, und beobachtete, dafi beim Fehlen von Phos- 
phat der Verlauf der Garung merklich beeintrachtigt wird. A. Mayer [2] 
konnte bei seinen histochemischen Zellstudien die Angaben Pasteurs 
iiber die Phosphate bestatigen. 

Neben den bekannten Granulationsgebilden und lichtbrechenden Ein- 
schliissen im Zellplasma wurden um die Jahrhundertwende bei der Be- 
handlung verschiedener Organismen mit basischen Farbstoffen die soge- 
nannten metachromatischen Kérperchen entdeckt. Nach Angabe von W. 
Henneberg ist der Begriff ,.metachromatische Kérperchen“ erstmals 
1895 von Babes fiir Plasmapartikelchen angewendet worden, die sich 
mit Methylenblau in charakteristischer Weise farben lassen. Der gleichen 
Quelle zufolge sollen Marx und Woithe 1900 bei Bakterien unter 
bestimmien Bedingungen ein Auftreten dieser Kérperchen festgestellt und 
eine direkte Beziehung zur Vitalitat der Organismen vermutet haben. 
Weiterhin fiihrt Henneberg an, dak Zettnow bereits 1902 mit einem 
Gemisch von Eosin und Methylenblau rotgefarbte .Chromatinkérner* 
nachwies, indessen Guilliermond die metachromatischen Gebilde im 
Hefeplasma, die mit basischen Anilinfarbstoffen auftreten. fiir Reserve- 
stoffe hielt. 

Beim Anfarben von Spirillum volutans mit Methylenblau stellte A. 
Meyer [4] dunkelblaue Granulationsgebilde auf fast farblosem Plasma- 
grund fest, die selbst gegen eine Nachbehandlung mit 1%iger Schwefel- 
sdure resistent sind. Er nannte diese Koérnchen ,,Volutin“. J. Schu- 
macher [5] fiihrte zum Nachweis des Volutins eine Doppelfarbung mit 
Methylenblau und Phosphin (Diaminophenylakridin — Chrysanilin) durch, 
ohne aber, wie bereits friiher von A. Meyer vorgesehen war, eine Saure- 
differenzierung zwecks Eliminierung der diffusen Farbung vorzunehmen. 
P. Heuke und W. Henneberg [6] erreichten mit 0,001 %iger Neutral- 
rotlésung eine tiefrot gefarbte granulare Abgrenzung. Aligemein aft sich 
— bei entsprechender Behandlungsweise — das Volutin durch organische 
basische Farbstoffe, wie Methylenblau, Eosin, Phosphin, Neutralrot, Pyro- 
nin, Safranin und Trypaflavin, histochemisch nachweisen. 

Bemerkenswert ist die bereits von A. Meyer |I. c. 4] vertretene Auf- 
fassung, daf Volutin eine Nukleinsiureverbindung darstelle. W. He nne- 
berg [7] auRerte die Ansicht, daff die phosphorsauren Salze als Volutin- 
bildner anzusehen seien. Von J. Schumacher [I. c. 5] sowie von T. 
Caspersson und K. Brandt [8] wird Volutin fiir freie Nukleinsaure 
(Ribonukleinséure) gehalien. Nach Ermittlungen von P. Biebuyck [9| 
und K. M. Brandt [10] stellt es einen Reservestoff mit erheblichen 
Mengen an Nukleinsaure dar; normalerweise soll es in den Vakuolen kolloid 
gelést sein und durch besondere Mafnahmen als Granula gefallt werden 
kénnen, die sich dann mit organischen basischen Farbstoffen tingieren 
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lassen. C. C. Lindegren [11] und J. W. Wiame [12] halten es fiir 
Metaphosphat, H. Kénig und A. Winkler |13] — nach elektronenopti- 
schen Testen — fiir das Kalziumsalz von Nukleinséuren. M. Glau bitz [14| 
ist auf Grund von Farbeversuchen zu dem Schlu® gelangt, da zwischen 
dem von A. Meyer aufgefundenen Volutin und der Garkraft einer Hefe 
keine direkte Beziehung besteht. Nach seinen Feststellungen ergab die gir- 
kraftige Backerhefe keine Volutinfarbung, wahrend die garschwache Myko- 
derma eine sehr kraftige Farbreaktion zeigte. 


Neuerdings empfiehlt P. Biebuyck |I. c. 9| zur Anfarbung des Volu- 
tins eine Methylenblau-Eosin-Lésung, wahrend C. C. Lindegren 
|l. c. 11] ein Mischreagens — bestehend aus Eisessig, Toluidinblau und 
Formalin — verwendet, bei welcher Behandlungsweise blauviolette Gra- 
nula auf schwachgefarbtem Untergrund entstehen, die er als cytologische 
Einheit ansieht. Die Unna-Pappenheimsche, Methode mit Methy- 
lengriin und Pyronin, die unberechtigtermafen nicht selten zum Nachweis 
der freien Nukleinsiure herangezogen wird, bezieht sich, wie von A. Pa p- 
penheim [15] ausdriicklich hervorgehoben wird, lediglich auf die Lokali- 
sierung von Chromatin (griin) und Platin (rot), beides Nukleoproteide 
in den Kernk@érperchen; sie kommt deshalb als Kriterium fiir die histo- 
chemische Bestimmung der freien Nukleinsduren nicht in Betracht. In einer 
kiirzlich erschienenen Gemeinschaftsarbeit konnten H. Haehn sowie F. 
Windisch und D. Stierand [16] — auf Grund von chemischen Modell- 
versuchen, die in einer systematischen Entwicklungsreihe dargestellt wur- 
den — durch eindeutige Reaktionen nachweisen, dal die gebrauchlichen 
histochemischen Farbeverfahren (Meyer, Unna-Pappenheim, 
Lindegren, Schumacher), welche bis dahin allgemein in der Zell- 
physiologie zur Lokalisierung der freien Nukleotide im Cytoplasma heran- 
gezogen wurden, nicht als spezifisches Reagens auf freie 
Nukleinsauren anzusprechen sind. Es handelt sich hierbei um diffuse 
Farbungen oder lediglich um die Indizierung der Basophilie bestimmter 
Zell- und Gewebeorte. Mit den bisherigen cytochromatischen Methoden 
werden also noch nicht einmal die Zellphosphate, geschweige denn die Nu- 
kleinsaiuren zuverlassig erfaft. Der spezifische Nachweis der Zellphosphate. 
sofern sie mindestens zwei freie Valenzen aufzuweisen haben, ist erstmalig 
durch die Anwendung des M-T-Verfahrens, das auf dem Prinzip der 
Doppelpigmentierung mittels Methylenblau und Trypaflavin bei zweifacher 
Sauredifferenzierung beruht, chromoanalytisch méglich geworden. 


Im Zuge unserer von verschiedenartigen Fragestellungen ausgehenden 
Untersuchungen iiber den mikrobiellen Nuklealstoffwechsel war es nahe- 
liegend, daf wir auch die M-T-Methode einbezogen, welche zumindest die 
Voraussetzung erfiillt, auf histochemische Weise, d. h. in den Zellen 
selbst, dem Mechanismus des Phosphataustausches zwischen Substrat und 
Plasma niherzukommen. Bei dieser Gelegenheit machten wir nun die be- 
merkenswerte Feststellung [17], da ein mit ahnlicher Intensitat bisher noch 
nicht erreichter M-T-Effekt (saureresistente Griinfarbung) im Hefeplasma 
auftritt, wenn die Testorganismen einer zweckmaftig iiber mehrere Passagen 
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sich erstreckenden P-Mangelziichtung ausgesetzt und darauffolgend einer 
regenerierenden Behandlung mit primirer Kaliumphosphatlésung bzw. 
Malzwiirze unterworfen werden. 


Die P-Hungerhefe zeichnet sich, wie wir in einer grofen Reihe von Ver- 
suchen reproduzierbar bestiatigt fanden, durch die signifikante Eigenschaft 
aus, daff sie im initialen Stadium der Regenerierung begierig Phosphat in 
sich aufnimmt und dabei eine phosphatische Uberkompensa- 
tion erfahrt, die nach relativ kurzer Reaktionsdauer kulminiert und dann 
allmahlich wieder bis auf das normale Niveau abklingt. Dieses auferst 
markante Stoffwechselphanomen, das von uns zugleich als ein scharf prazi- 
sierendes Kriterium erkannt wurde [18], ist aber nicht nur auf cytologische 
Art nachweisbar, sondern lat sich auch chemisch durch Bestimmung des 
Gesamt-P-Gehalites erfassen. In letzterer Hinsicht liegt bereits ein nicht 
ganz einheitliches Zahlenmaterial von J. M. Wiame |[I. c. 12] sowie von 
N. Rautanen und P. Miikkulainen [19] vor. Soweit sich jedenfalls 
aus unseren eigenen analytischen Ermittlungen ersehen aft, steht der 
M-T-Befund, der sich auf stark kontrastierende Zellreaktionen stiitzt, in 
proportionalem Einklang mit der protoplasmatischen Phosphataufnahme, 
woriiber wir im nachfolgenden experimentellen Teil die methodischen, 
chromographischen und analytischen Belege beibringen. 


Experimenteller Teil 


I. Analytische Methodik 
1. Bereitung der Substrate 


Als phosphatarme Nahrbéden verwendeten wir zwei Arten von Sub- 
straten: 

1. Malzwiirze, die mit Hilfe von Anionen-Austauschern (,,Wofatit* bzw. 
Permutit*) im P-Gehalt weitgehend herabgesetzt war: 

2. synthetische Nihrlésung, deren sonst iiblicher Gehalt an KH,PO, 
durch ein den K-Ionen entsprechendes Aquivalent von K,SO, ausgeglichen 
war. 

Bei Bereitung der phosphatarmen Wiirze zu 1. gingen wir so vor, daft 
wir zunachst das Ausgangssubstrat bei 48° (Optimaltemperatur fiir die 
Gesamtwirkung der Phosphatasen [20|) durch Zusatz von Malzauszug enzy- 
matisch abbauten; wir verfolgten hiermit den Zweck, méglichst viel orga- 
nisch gebundenen Phosphor in anorganisches Phosphat iiberzufiihren, da 
die Austauschmassen nur auf Phosphationen reagieren. Die danach durch 
langeres Kochen vollstandig auskoagulierte und iiber Kieselgur blank fil- 
trierte Wiirze wurde unter kombinierter Anwendung der Anionenaustau- 
scher ,,.Wofatit MD“ und ,,Permutit ES* weitgehend phosphatarm gemacht. 

Der Gesami-P-Gehalt der Wiirze betrug vor der Behandlung 343 mg/l, 
nach zweimaligem Durchlauf durch die Austauscher 6,5 mg/l. Da weder mit 
Magnesiamixtur [21] noch mit Barytwasser [22] eine Fallung eintrat, so 
konnte daraus geschlossen werden, daft der restliche Wiirzephosphor in 
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organischer Bindung vorliegt. Nach Untersuchungen von W. Windisch 
|l.c. 22] verteilt sich der Gesamt-P-Gehali der Wiirze zu etwa 70% auf 
anorganischen und zu etwa 30% auf organisch gebundenen Phosphor; von 
letzterem ist etwa ein Drittel mit Barytwasser nicht fallbar. Bei den spa- 
teren Berechnungen ergab sich, da der in der wofatierten Wiirze enthal- 
tene Restphosphor fast vollstandig von der Hefe aufgenommen wird und 
sich dort wiederfindet. 

Die fiir die gesamte Versuchsanstellung benétigte Malzwiirze wurde 
einheitlich auf einen Extraktgehalt von 10% Plato gebracht. Da sich — 
infolge der Adsorption von Eiweiftkolloiden im Austauschverfahren — der 
N-Gehalt nachgewiesenermaffen von 1,025 auf 0,660 g/l vermindert hatte, 
stellten wir durch einen entsprechenden Zusatz von Ammoniumsulfat das 
anfangliche Stickstoffniveau wieder her. 

Im Parallelversuch, der mit wofatierter phosphatreicher Wiirze vorzu- 
nehmen war, wurde das Substrat durch Zusatz von H,PO, auf die unge- 
fahre Hohe des urspriinglichen Phosphatgehalts gebracht. Wir verwendeten 
die Saure und nicht KH,PO,, um den Kaliumgehalt der Wiirze nach Még- 
lichkeit nicht zu verandern. Der ermittelte P-Wert betrug 374 mg/l. In 
allen Fallen wurde das Ausgangs-pH der Wiirze — phosphatarm und von 
normalem Phosphatgehalt — mittels KOH bzw. H,SO, iibereinstimmend 
auf 5,6 einreguliert. Die analytischen Angaben beziehen sich auf einen 
Extraktgehalt von 10% Plato. 


Zu 2. enthielt die synthetische Nahrlésung im Liter: 
100,0g Dextropur 
10,0 Pepton ,,Witie“ 
2,.0¢ KH,PO, bzw. 1,28 K,SO, 
0,7 g MgSO, . 7H,O 
0.5¢ NaCl 
0,1 g CaCl, 

Bei der Herstellung des phosphatarmen Substrats wurde anstatt von 
2g KH,PO, die dem Kaliumgehalt aquivalente Menge von 1,28g K,SO, 
zugesetzt, um den Kaliumgehalt auszugleichen. 

Wiahrend die Mineralsalze phosphatfrei waren, wurden in Dextropur 
und Pepton .,Witte* geringe Mengen von Phosphor nachgewiesen, so daf 
sich in dem zum Ansatz gelangenden Substrat ein P-Gehalt von 2,5 bis 
5,0 mg/l ergab. 

Zur Vereinfachung der Bezeichnung benennen wir im folgenden mit 
(A) das phosphatarme und mit (B) das phosphatreiche Substrat. Das glei- 
che trifft auch fiir die jeweils daraus geernteten Hefen zu. 


2. Beimpfung und Herfiihrung 


Fiir alle Versuche verwendeten wir die untergarige Hefe Saccharomyces 
carlsbergensis Stamm U (Staubhefe). Beim Anstellen der Fiihrung I gingen 
wir jeweils von einer abgegorenen Reinzucht aus. Die Beimpfungen wurden 
unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Um einen Einblick in die Ver- 
mehrung der Hefe zu gewinnen, gaben wir je Liter Substrat stets die 
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gleiche durchschnittliche Impfmenge von 0,2 g Hefe-Trs. Zu diesem Zweck 
wird, wie unter I, 6 naher ausgefiihrt. der Gehalt an Hefe-Trs. in der 
Impfsuspension bestimmt und danach das erforderliche Impfvolumen be- 
rechnet. 

Die Versuche wurden bei 20° im Thermostaten angesetzt; die Gardauer 
betrug 7 Tage. Die Anstellkolben (Erlenmeyer) waren mit der abgemesse- 
nen Substratmenge nur bis zur Hialfte gefiillt; den sterilen Abschluf bilde- 
ten Stopfen aus Zellstoff. Das Gargut wurde wahrend des Versuchsablaufs 
nicht aufgeschiitielt. 


3. Vornahme der P-Regenerierung 


Die Regenerierung der P-verarmten Hefe (A) wurde mit phosphat- 
haltigen Medien verschiedener Art durchgefiihrt: 


1. mit Phosphatpufferlésungen nach Sérensen (m/15) von verschie- 
denem pH als reine anorganische Phosphatlésungen ohne weitere Zu- 
satze; 

2. mit normaler 10% iger Malzwiirze, wie sie allgemein fiir die Hefe- 
garung Verwendung findet. 

Die Phosphatfiitterung der P-verarmten Hefe geht im einzelnen derart 
vor sich, dafi 2 g der gewaschenen und abgepreften Hefe mit dem jeweiligen 
Medium aufgeschlemmt und dann einheitlich auf 100ml Suspension auf- 
gefiillt werden. Zur Vornahme der Teste wird das Zellmaterial aus der 
Suspension absepariert und noch zweimal auf der Zentrifuge nachgewaschen. 


4. Zellfarbungen mittels M-T-Verfahrens 


Die M-T-Methode ist in einer Gemeinschaftsarbeit von H. Haehn so- 
wie von F. Windisch und D. Stierand [I c. 16] entwickelt worden 
und dient dem spezifischen Nachweis der Zellphosphate, sofern diese mit 
mindestens zwei freien Valenzen in Reaktion treten. Sie stellt, worauf die 
Autoren ausdriicklich hinweisen, kein Reagens zum spezifischen Nachweis 
der freien Nukleinsaéuren dar, sondern ist lediglich dazu geeignet, die Zell- 
phosphate, unter Einbeziehung der freien Nukleinsaéuren, in genereller 
Weise zu lokalisieren. 

Die erste Farbung wird mit 1%iger Karbol-Methylenblau-Lésung vor- 
genommen; die Einwirkungsdauer betragt 3 Minuten. Nach griindlichem 
Auswaschen mit Wasser folgt nun eine kurze Nachbehandlung mii 1 %iger 
Schwefelsadure, etwa 1 Minute lang: auf diese Weise wird das vom Plasma- 
eiweifi adsorbierte Methylenblau wieder restlos entfernt (1 Differenzie- 
rung). 

Die zweite Farbung wird mit 0,05%iger Trypaflavinlésung durchgefiihrt 
(Einwirkungsdauer 3 Minuten). Hiernach wird der iiberschiissige Farbstoff 
mit Wasser vollstandig ausgewaschen. Nunmehr ist eine zweite Saure- 
behandlung. und zwar diesmal mit alkoholischer Salzséure (in HCl auf 
2 Teile Alkohol von 96%) erforderlich: durch diese abermalige Saureein- 
wirkung wird die diffuse Gelbfarbung des Cytoplasmas beseitigt (2. Diffe- 
renzierung). 
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Normalerweise wird das Organismenmaterial auf dem Deckglas fixiert 
und dort gefarbt; aber auch an strukturell intakten Zellen lat sich das 
Verfahren der M-T-Farbung im gleichen Versuchsablauf durchfiihren. Die 
Tinktionen und Sauredifferenzierungen erfolgen hierbei im Zentrifugen- 
glaschen, ebenso werden die erforderlichen Waschungen auf der Zentrifuge 
vorgenommen. Die Ergebnisse, die hierbei erzielt werden, sind dieselben 
wie bei vorheriger Fixierung der Praparate, aber das Verfahren ist infolge 
des notwendigen Separierens und Auswaschens umstandlicher. 


5. Bestimmung des Wassergehalts im Zellgut 


Die Bestimmung des Wassergehaltes nahmen wir wie iiblich durch 
dreistiindiges Trocknen des Zellgutes bei 105° vor. Hierbei werden etwa 
01g abgeprefte Hefe quantitativ in ein Wageglaschen eingewogen und 
gleichmafig mit einigen Tropfen Wasser suspendiert, damit keine Klumpen- 
bildung eintritt. Dann wird bei 30° im Trockenschrank vorgetrocknet, ehe 
die Temperatur auf 105° gesteigert wird; auf diese Weise la&t sich eine Ver- 
hornung der Hefe vermeiden. Die Angaben beziehen sich auf %-Trs. 


6. Ermittlung der Organismenausbeute, Impfmenge und Zellenzahl 


Um die Organismenausbeute festzustellen, suspendierten wir 10 ml des 
entkohlensiuerten Giargutes, in welchem die Hefezellen gleichmafig suspen- 
diert sind, in ein austariertes Zentrifugenglas und separierten ab. Die iiber- 
stehende Fliissigkeit heberten wir ab, ohne den Bodensatz dabei aufzu- 
riihren. Hiernach schlemmten wir das Zentrifugat mit etwa 15 ml Wasser 
auf, separierten nochmals und trennten wiederum durch Abhebern vom 
Wasser. Das Zentrifugenglas mit Inhalt wird nun ausgewogen, der Hefesatz 
in dem Rest des Wassers durch Umschiitteln gleichmafig verteilt und in 
cin gewogenes Schiffchen iibergefiihrt. Die Bestimmung des Wassergehalts 
erfolgt dann weiter in der iiblichen Weise. 

Zur Ermittlung des jeweiligen Impfvolumens wird ebenso wie bei der 
obigen Wasserbestimmung verfahren; 1 ml Impfsuspension bildet dabei die 
Ausgangsmenge. Die Methode eignet sich hauptsachlich fiir Staubhefen. 

Die Auszahlung der Zellen geschieht nach W. Henneberg [23] mit 
Hilfe der Zahlkammer von Zeiss-Thoma. Die Zahlenangaben bedeuten 
Zellen X 106/ml. 


”. Makromethodisches Mefprinzip zur Bestimmung der Garkraft und des 
zellularen O,-Verbrauchs 


Die von uns getroffene Anordnung zur makrometrischen Einzelbestim- 
mung der Garungsintensitat stellt einen Ausschnitt aus der Makrometrie 
des Zellstoffwechsels nach F. Windisch [24] dar, mit der es erstmals 
erméglicht wurde, Atmung und Garung an ein und demselben Zellmaterial 
in einem einzigen Arbeitsgang makromethodisch zu bestimmen. 

Bei Durchfiihrung der Garungsmessungen (s. hierzu Abb. 1) wird so 
vorgegangen, daff im Reaktionsgefaf (2) 150ml Nahrlésung innerhalb von 
60 Minuten mit Luftsauerstoff gesattigt werden. Die zum Ansatz dienende 
‘Hefe wird mit 50 ml Nahrsubstrat im Vorgargefaf (4) ebenfalls 60 Minuten 
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lang durchliiftet und dann in das Reaktionsgefa gedriickt. Durch dosierte 
Zuleitung von Sauerstoff (galvanometrische O,-Kontrolle) wird wahrend 
der gesamten Mefperiode der bei normaler Beliiftung herrschende O,-Par- 
tialdruck im Garmedium aufrechiterhalten. Nach einer Versuchsdauer von 
1 Stunde werden die Hefeorganismen durch Zugabe von Sublimat ab- 
getdtet. Die noch zuriickgebliebene Garungskohlensiure wird mittels Luft 
aus dem Girmedium in den Kaliapparat iibergeleitet, um anschliefend 
gravimetrisch bestimmt zu werden. 


tll 


Abb. 1. Makromethodische CO,-MeRanordnung. (1) Waschflasche mit 50% iger Kali- 

lauge, (2) Reaktionsgefa®, (3) Magnetriihrer, (4) Vorgargefaf®, (5) Dreiwegehahn, 

(6) Schwefelsiurewaschflasche, (7) Chlorkalziumréhrchen, (8) Kaliapparat mit 
50% iger Kalilauge, (9) Chlorkalziumréhrchen. 


Die zur Messung des zellularen O,-Verbrauchs benutzte elektrochemische 
Methode nach F. Tédt [25] ist in ihrer biologischen Anwendbarkeit von 
F. Todt, F. Windisch und Mitarbeitern [26] iiberpriift und fiir ge- 
eignet befunden worden. Die Anordnung (Abb. 2) besteht aus einem 
Reaktionsgefaf (1), den beiden Elektroden (2 und 3), einem Magnetriihrer 
(5) und einem Galvanometer (7). Die Platinelektrode taucht in die zu unter- 
suchende Fliissigkeit ein und bildet mit der aus Blei bestehenden Anode 
das stromliefernde Element. Die Pb-Anode steht in einer Standard-Acetat- 
lésung und ist durch ein Tondiaphragma (4) von der Meffliissigkeit ge- 
trennt. Durch das Tondiaphragma wird verhindert, da abscheidbare Pb- 
lonen in die zu untersuchende Fliissigkeit diffundieren. Die Stromstiarke des 
Elements wird vom Galvanometer (7) in wA angezeigt. 

Da die Giarkraftpriifung und Messung des O,-Verbrauchs der P-ver- 
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armten Hefe begreiflicherweise nicht in Phosphatpufferlésung erfolgen 
kann, sind die Teste, um vergleichbare Analysenwerte zu erhalten, iiber- 
einstimmend in Zitratzuckerlésung vorgenommen worden. Zur Herstellung 
des Zitratpuffers diente die Vorschrift nach S6rensen und Clark [27]: 


Lésung 1: 21,008g Zitronensiure-Monohydrat 
200 ml in NaOH je Liter 


Lésung II: n/10 NaOH 
Puffergemisch: 69 Teile von Lésung I und 
31 Teile von Lésung II. 


| 


Abb. 2. Elektrochemische O,-Mefanordnung. (1) Reaktionsgefa&, (2) Pt-Kathode, 
(3) Pb-Anode in Pufferlésung, (4) Tondiaphragma, (5) Magnetriihrer, (6) Verschlu8- 
stépsel, (7) Galvanometer. 


Die Zitratzuckerlésung hatte, wie durch das obige Mischungsverhiltnis 
bedingt und festgelegt, einen pH-Wert von 5,41. 


8. Phosphatbestimmungen (Gesamtphosphor, Phosphatfraktionierung) 


Gesamtphosphor. Fiir die Bestimmung des Gesamtphosphors 
wird die Zellsubstanz durch nasses Veraschen mit konz. Schwefelsdure 
(d = 1,84) aufgeschlossen. Die Oxydation der Substanz erfolgt durch ent- 
sprechenden Zusatz von Salpetersaure (d = 1,41). Anschliefend wird der 
enthaltene Phosphor kolorimetisch nach O. Arrhenius [28] als Ortho- 
phosphat ermittelt. 

Kalter TES-Extrakt. Zur Differenzierung der verschiedenartigen 
im Plasma vorhandenen Phosphoranteile wird die Hefe (etwa 0,3 g Trs.) 
nach der Vorschrift von G. Schmidt und J. Thannhauser [29] drei- 
mal mit je 4ml 10%iger Trichloressigsiure (TES) bei 0 bis 4° jedesmal 
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1 Stunde lang unter Umschiitteln extrahiert. Die durch Separierung ge- 
wonnenen Extrakte werden vereinigt. 

Alkohol-Ather-Extrakt. Das zuriickbleibende Zentrifugat wird, 
wie W. C. Schneider [30] angibt, nach dem Behandeln mit 10 ml 
95%igem Alkohol bei Raumtemperatur zweimal mit je 10 ml Athanol-Ather 
(3:1) 3 Minuten lang bei 90° extrahiert. Der im Alkohol-Ather-Extrakt 
enthaltene Phosphor stellt den der Lipoide dar. 

Alkalischer Extrakt. Der Riickstand der Alkohol-Ather-Extrak- 
tion wird bei 37° mit 20ml KOH 15 Stunden lang digeriert. In dem auf 
diese Weise anfallenden Extrakt wird in aliquoten Anteilen der Gesamt- 
phosphor (Aufschlu&) und der Phosphor nach 7-Minuten-Hydrolyse in in 
HCI auf dem siedenden Wasserbad bestimmt (leichthydrolysierbare Phos- 
phate). Die Differenz zwischen den beiden Werten entspricht dem Phosphor 
der ..Nukleinséuren*. In den tabellarischen Zahlenangaben ist fiir die durch 
das kolorimetrische Verfahren verursachte Hydrolyse, wie sie in Modellver- 
suchen an Hefenukleinséure ermittelt wurde, bereits eine entsprechende 
Korrektur vorgenommen. 


II. Durchfiihrung der Untersuchungen 


9. Histochemischer Nachweis des Phosphatrwechsels und mikro- 
photographische Dokumentation 
Zunachst ermittelten wir den Einflu& des pH auf die M-T-Farbwirkung 
und fanden, daf mit einer Phosphatpufferlésung vom pH 4,5 ein guter M-T- 
Effekt erzielt wird, der bei pH 5,4 sein Optimum erreicht, bei pH 8,0 da- 


gegen vollstandig ausbleibt. Wenn sich hiernach der M-T-Effeki als ab- 
hangig vom pH des Mediums erweist, so muff andererseits hervorgehoben 
werden, daf er keineswegs auf eine ausschlieBliche Sdureinduktion zuriick- 
zufiihren ist. Das zeigte in klarer Weise die Behandlung der P-Mangelhefe 
mit verdiinnter Milchsdure- bzw. Zitronensdurelésung im pH-Bereich von 
2.5 bis 3,0. Unter diesen Verhaltnissen veranderte sich nicht — beim An- 
farben mit Methylenblau — die fiir den phosphatfreien Zustand charakteri- 
stische schiefergraue Farbténung des Hefeplasmas. Verwendet man zur 
P-Regenerierung statt Orthophosphat Lésungen von Trimetaphosphat und 
Polyphosphaten (pH 5.4), so erhalt man ebenfalls einen deutlichen M-T- 
Effekt. 

Von wesentlichem Einflu& auf die Intensitat der M-T-Reaktion ist die 
Einwirkungsdauer. Mit Phosphatlésungen von pH 5,4 beginnt nach einer 
Inkubationszeit von etwa 15 Minuten die Bildung von farbbaren Granula, 
die sich mit fortschreitender Regenerierung weiter vermehren und kraftiger 
auspragen, bis nach 60 bis 90 Minuten der Héhepunkt erreicht ist. Dieses 
Maximum ersireckt sich iiber eine langere Periode und kann sich bis zu 
24 Stunden ausdehnen. 

Bei den Versuchen mit reinen Phosphatpufferlésungen, die keinen Zucker 
und keinen Stickstoff enthalten, ist ebenfalls eine intensive Granulafarbung 
zu verzeichnen, obwohl dabei weder Garung noch Proliferation stattfinden. 
Demnadch vollzieht sich die Phosphataufnahme und Synthese von farbbaren 
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Zellphosphaten in der P-Mangelhefe unabhangig vom Giarungs- und Ver- 
mehrungsprozeft. Diese Feststellung steht im Widerspruch zu der Angabe 
von J. W. Wiame |I. c. 12], da die Phosphataufnahme durch P-Mangel- 
hefe nur in Substraten vonstatten geht, die neben Phosphaten auch assi- 
milierbare Zucker- und Eiweiffverbindungen enthalten. 

Inkubiert man die P-hungrigen Hefezellen mit Malzwiirze, so ist be- 
reits nach etwa 10 Minuten ein Farbeeffekt zu beobachten, der schnell zu- 
nimmt und nach etwa 45 Minuten sein Maximum erreicht. Die P-Aufnahme 
geht hierbei wesentlich schneller vor sich als in Pufferlésungen, was durch 
die Anwesenheit von vergarbarem Zucker, von Stickstoffnahrung und Ak- 
zessorien begriindet sein diirfte. Bei langerer Inkubationsdauer (24 Stunden 
iiberschreitend) schwacht sich mit einsetzender Garung und Vermehrung der 
M-T-Effekt ab, bleibt aber zuniachst noch etwas starker ausgeprigt als bei 
den normal herangeziichteten Hefezellen. 

Wird die P-Regenerierung bei + 1° unter Eiskiihlung vorgenommen. 
so tritt ebenfalls eine markante M-T-Farbung ein, wenn auch zuniachst nicht 
so intensiv wie bei physiologischen Temperaturen, d. h. also erst nach 
langerer Inkubationszeit. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe der M-T-Methode 
zahlreiche Zellfarbungen durchgefiihrt, die wir zum Teil, wenn sich charak- 
teristische Erscheinungen ergaben, in Farbfilmaufnahmen festhielten. Als 
cytologischen Beleg der plasmochromatischen Zellreaktionen, wie sie in 
Gegeniiberstellung bzw. in Verbindung mit der regenerierenden Phosphat- 
applikation nach P-Mangelziichtung auftreten, bringen wir auf den bei- 
gegebenen Farbtafeln I und II eine Zusammenstellung von Mikrobildern. 
aus denen sich der Ablauf unserer Untersuchungen in den wesentlichen 
Etappen ersehen 1aft. 

Auf Farbtafel I stellt Abb. 1 die normale Ausgangshefe (B) dar, welche, 
wie im methodischen Teil beschrieben, aus einer iiblichen Wiirzeziichtung 
stammt. Bei der Methylenblaufarbung ergeben sich nach Differenzierung 
mit 1%iger Schwefelsdure scharf abgegrenzte dunkelblaue Granula auf 
farblosem Plasmagrund, deren Zahl und Gréfe jedoch relativ gering ist. 

Wird nun mit Trypaflavin nachgefarbt und anschieBend mit alkoholi- 
scher Salzsiure differenziert, so nehmen die vorher tiefblau gefarbten und 
scharf abgegrenzten Granulationsgebilde eine intensive sattgriine Farbung 
durch Bindung des gelben Anilinfarbstoffes an, wahrend das hyaline Plasma 
sich wieder vollstandig entfarbt (Abb. 2). 

Im Vergleich mit der normalen Ausgangshefe (B) la@t das phosphatarm 
geziichtete Zellmaterial (A) bereits nach der ersten P-Mangelfiihrung einen 
auffalligen Unterschied erkennen, wenn mit Methylenblau behandelt wird 
(Abb. 3). Das Plasma der P-Hungerhefe zeigt hierbei eine gleichmafige 
schiefergraue Ténung, wahrend das der Normalhefe (B) bei gleicher Farb- 
behandlung, wie wir sehen konnten, eine tiefblaue Sattigung erfahrt. Aus 
Abb. 4 ist zu entnehmen, daf durch die Differenzierung mit 1 %iger Schwefel- 
sdure die schiefergraue Farbung der P-armen Zellen (A) restlos geléscht wird 
und daft keinerlei gefarbte Granula zuriickbleiben, wie es bei der normalen 


Ausgangshefe (B) der Fall ist (Abb. 2). 
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Im starksten Gegensatz hierzu kommt indessen auf Farbtafel II der 
Tinktionseffekt mit Methylenblau — massig und farbsatt — zur kontrast- 
reichen Auswirkung (Abb. 5), wenn sich die P-Hungerhefe (A) — wahrend 
ciner etwa zweistiindigen Regenerierung in Wiirze — bis weit iiber die 
Grenze der normalen Sattigung mit Phosphat gemastet hat. Auch bei der 
vollstandigen M-T-Farbung mit zweifacher Sauredifferenzierung erweist sich 
die granulare Pigmentierung als durchaus resistent, so dai die plasmochro- 
matische Lokalisierung hierbei nicht weniger charakteristisch zur Geltung 
kommt (Abb. 6). Einen derartig markanten Farbeeffekt erhalt man bei 
keiner Normalhefe (B), auch wenn sie in gleicher Weise oder noch weit aus- 
giebiger unter optimalen Bedingungen einer regenerativen Phosphatbe- 
handlung unterworfen wird. 


man die P-Hungerzellen (A) in normaler phosphathaltiger 
Wiirze abgiren. so zeigt sich nach der Farbung mit Methylenblau und 
anschliefender Sauredifferenzierung ein merkliches Abklingen des Effektes 
der phosphatischen Uberkompensation (Abb. 7), was auch bei Anwendung 
des M-T-Verfahrens analogerweise zum Ausdruck kommt (Abb. 8). Gegen- 
iiber der Normalhefe (Abb. 1 und 2) ist im anfanglichen Stadium der Fort- 
ziichtung zunachst noch eine etwas kraftigere granulire Farbung feststell- 
har, die aber in keiner Weise den ausgepragten Effekt der P-Hungerhefe (A) 
erreicht, wie er nach zweistiindiger Regenerierung in Wiirze zutage tritt. 
Bei darauffolgender Weiterkultivierung im gleichen Medium findet wieder 
ein allmahlicher Ausgleich und schlieBlich eine vollstandige Normalisierung 
der Verhaltnisse statt. 


10. Erlauterungen zu den mikrophotographischen Abbildungen 


(VergréRerung der Mikroorganismen 600fach.) 

Abb. 1. Normale Hefezellen, mit Methylenblau gefarbt. und anschlieftend mit 
1%iger Schwefelsdure differenziert. 

Abb. 2. Normale Hefezellen, M-T-Farbung mit zweifacher Sauredifferenzierung. 

Abb. 3. P-arm geziichtete Hefezellen, mit Methylenblau gefarbt, nicht dif- 
ferenziert. 

Abb. 4. P-arm geziichtete Hefezellen, mit Methylenblaw gefarbt und anschlieBend 
mit 1%iger Schwefelsaure differenziert. 

Abb. 5. Regenerierte P-Mangelzellen, nach zweistiindiger Wiirzebehandlung. 
mit Methylenblau gefarbt und differenziert. 

Abb. 6. Regenerierte P-Mangelzellen, nach zweistiindiger Wiirzebehandlung. 
M-T-Farbung mit zweifacher Sauredifferenzierung. 

Abb. 7. Regenerierte P-Mangelzellen, nach siebentaégiger Wiirzekultivierung. 
mit Methylenblau gefarbt und differenziert. 

Abb. 8. Regenerierte P-Mangelzellen, nach siebentaigiger Wiirzekultivierung. 
M-T-Farbung mit zweifacher Sauredifferenzierung. 


11. VermehrungsverhAltnisse in phosphatarmen und phosphatreichen 
Substraten 


Zur Feststellung der Vermehrungsverhiltnisse unter phosphatarmen 
und phosphatreichen Ernahrungsbedingungen wurden mehrere anfeinander- 
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folgende Fiihrungen in den Nahrmedien A (phosphatarm) und B (phosphat- 
reich) vorgenommen. Dabei richteten wir es so ein, da die erste Fiihrung 
in jedem Fall zunachst iibereinstimmend mit normaler Ausgangshefe an- 
gestellt und die daraus gewonnenen Ernten A und B immer getrennt zum 
Weiterfiihren verwendet wurden. Die Aussaatmenge betrug konstant 0,2 ¢ 
Hefe, berechnet auf Trs./l. Die Kultivierungen erfolgten bei 20° und er- 
streckten sich jedesmal auf eine Dauer von 7 Tagen. 


Versuche mit synthetischer Nahrlésung 


Nahrlésung A 4,6mg 
Nahrlésung B 447,2mg 


Tabelle 1. 


Zellenzahl « 10°/ml | 


A:Bin % _| A:Bin % 


| 


Aus Tab. 1 geht hervor, daf in phosphatreicher synthetischer Nahrlésung 
eine stirkere Hefevermehrung stattfindet als in phosphatarmer. In beiden 
Fallen tritt aber deutlich eine Abschwachung des Vermehrungsvermégens 
von Fiihrung zu Fiihrung in Erscheinung, was mit dem Mangel an ak- 
zessorischen Stoffen in dem synthetischen Kultivierungsmedium zusammen- 
hangen diirfte. 


Versuche mit wofatierter Malzwiirze 


Malzwiirze A 

(wofatiert) 6,3 mg 
Malzwiirze B 

(wofatiert und 
P-angereichert 

mittels H;PO,) 365.5 mg P/I 


Tabelle 2. 


Hefeernte in 
Zellenzahl x 10*/ml 
A:Bin% - 


A A B 


1,7 50 39 69 
16 | 44 37 72 
49 39 70 


Gemaf Tab. 2 zeigt es sich, daf bei den Versuchen mit wofatierter Malz- 
wiirze ebenfalls ein betrachtlicher Unterschied in der Hefeausbeute zwischen 
phosphatarmer und phosphatreicher Ziichtung besteht. Im Vergleich zu den 
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Fithrung | g Trs./l1 

A | B | 
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| | | | 4 
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II 1,1 | 2,4 | 45 25 49 51 Ee 

Itt | 2,1 38 21 43 49 
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Ansiitzen in synthetischer Nahrlésung liegt auch die Vermehrung im Wiirze- 
versuch beiderseits héher und halt sich von Fiihrung zu Fiihrung ungefahr 
auf der gleichen Hohe. 

Aus den beiden Versuchsreihen geht iibereinstimmend hervor, daft in den 
phosphatarmen Subsiraten, auch wenn sich die Kultivierungen iiber mehrere 
Fiihrungen erstrecken, die Vermehrung zwar mehr oder weniger stark ge- 
hemmt, aber nicht ganzlich unterbunden ist. 

Die Ernten A der letzten Fiihrungen — aus phosphatarmer syntheti- 
scher Nahrlésung bzw. wofatierter phosphatarmer Malzwiirze — wurden 
anschlieRend wieder in die zugehérigen phosphatreichen Substrate B (syn- 
thetische Nahrlésung., Malzwiirze) geimpft. Hierbei ergab sich in syntheti- 
scher Nahrlésung eine Hefeausbeute von 2,9 g, in Malzwiirze von 3,6 g Trs./I. 
Es zeigte sich also, daf bereits nach der ersten Fiihrung in phosphatreichen 
Substraten die P-verarmten und dadurch in ihrer Generierung beeintrich- 
tigten Hefen wiederum eine vollkommen normale Vermehrung zu verzeich- 
nen haben. was bedeutet. daft sie in den P-Mangelperioden keinen physio- 
logischen Schaden erlitten haben. 


12. Vergleichende Garkrafts- und Oxydationsmessungen der in heterogenen 
P-Stadien befindlichen Zellen 


Um die Abhangigkeit der Garkraft und des O,-Verbrauchs von den je- 
weiligen Phosphatbedingungen der Zelle zu untersuchen, verglichen wir die 
phosphatarme und die im Phosphatgehalt iiberkompensierte Testhefe mit 


Tab. 3. Vergleichende Messungen der Garkraft und des zellularen O,-Verbrauchs 
(Ansatze in Zitratpufferlésung). Versuchstemperatur 28°. 


Durchschnittlicher | O | O,-Verbrauch nach 
2 


P-Stadium Gesamt-P-Gehalt | Q Tédt, ber. als 
mg P/g Hefe-Trs. 


195 18,0 
Normalhefe H 20,5 205 22,0 

199 20,0 
im Mittel 200 im Mittel 20,1 


57 10,4 
P-Mangelhefe | | 65 10,3 
57 11,0 


im Mittel 60 im Mittel 10,6 


214 19,7 
190 19,4 
215 20,4 


im Mittel 206 im Mittel 19,8 


Regenerierte | 
P-Mangelhefe | 
(nach zweistdg. | 


Regenerierung) 


der des Normaliyps. Zu diesem Zweck gingen wir einerseits von normalen 
und andererseits von phosphatarm geziichteten Organismen aus, deren 
Ernte beiderseits nach achttagiger Kultivierungszeit erfolgte. Einen Teil 
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der phosphatarm gewonnenen Hefencharge unterwarfen wir in nichtver- 
mehrungsfahiger Ansatzmenge einer zweistiindigen P-Regenerierung in 
Malzwiirze. In vorstehender Tab. 3 sind die ermittelten Garungs- und Oxy- 
dationsquotienten vergleichsweise gegeniibergestellt. 

Aus Tab. 3 ist zu entnehmen, daf ein wesentlicher Unterschied im 
Garungs- sowie im Oxydationsvermégen zwischen Normal- und P-Hunger- 
hefe besteht. Durch den Mangel an Phosphat zeigen sich Garungs- und 
Oxydationsintensitat beiderseits betrachtlich vermindert. Die durch P-Rege- 
nerierung phosphatisch iiberkompensierte Zelle verhalt sich dissimilato- 
risch nicht anders als die unter normalen physiologischen Verhaltnissen 
herangewachsene. 


13. Analysierung der verschiedenartig mit Phosphat applizierten Test- 
organismen 


Die Phosphat-Analysen, die in den nachfolgenden Tabellen zusammen- 
gestellt sind, bilden im wesentlichen eine Bestatigung der histochemischen 
Befunde, welche vorangehend mit der M-T-Methode an Hefezellen erhalten 
wurden. Aus Tab. 4 ist vergleichend der zeitliche Ablauf der Phosphatauf- 
nahme bei Normal- und P-Mangelhefe im Stadium der P-Regenerierung 
zu ersehen. 


Tab. 4. P-Regenerierung in Malzwiirze bei 20°; zeitlichker Verlauf der P-Aufnahme; 
vermehrungsfahige Aussaat. 


Normalhefe P-Mangelhefe 
Zeit in Stunden = 


15,3 


1,5 17,2 | 28,7 
29,7 | 56,6 
24 17,4 32,8 


Der P-Gehalt (mg P/g Trs.) der Normalhefe steigt, nach Tab. 4 zu ur- 
teilen, zunachst deutlich erkennbar an, um nach Erreichung des Maximums 
innerhalb von 24 Stunden wieder abzusinken. Diese Erscheinung ist nicht 
auf eine P-Abgabe an das Medium zuriickzufiihren, sondern erklart sich, 
wie wir noch dartun werden, als Folge der Neubildung von Zellsubstanz 
(Proliferation). Der niedrige Phosphatspiegel der P-Mangelhefe (Phosphat- 
hunger) bewirkt im anfanglichen Stadium der P-Regenerierung eine ge- 
steigerte Phosphataufnahme, die weit iiber das normale Maf hinausgeht 
und somit zur phosphatischen Uberkompensation fiihrt: Gleichlaufend mit 
der Zellvermehrung geht jedoch — in ahnlicher Tendenz wie bei der Nor- 
malhefe — die Phosphatiibersattigung des Cytoplasmas entsprechend zu- 
riick, bis sich das P-Niveau allmahlich wieder ausgeglichen hat. 

DaB es sich bei Verminderung des P-Gehaltes (mg P/g Trs.) infolge Ab- 
klingens der phosphatischen Uberkompensation nicht um eine P-Abgabe ari 
das Substrat handelt, kommt in Tab. 5 iiberzeugend zum Ausdruck. 
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Im Verlauf der Vegetationsperiode steigt, wie aus Tab. 5 (Spalte 2 und 5) 
zu ersehen ist, mit zunehmender Zellmasse auch deren gesamter P-Gehalt 
an, wahrend die absolute P-Menge je Gramm Trs. (%-Gehalt) iiber ein 
Maximum verlauft (Spalte 3 und 6). Zu keinem Zeitpunkt des Kultivie- 
rungsprozesses tritt also bilanzmafig Phosphat aus der Zelle in das um- 


Tab. 5. Vergleich von mengenmaftiger P-Aufnahme und absolutem P-Gehalt bei 
Normal- und P-Mangelhefe in Malzmwiirze; vermehrungsfahige Aussaat, Versuchs- 
temperatur 8°. 


Normalhefe P-Mangelhefe 


Hefe-Trs. -P Hefe-Trs. | Gesamt-P 
g mg 


mg P/g Trs. 


0 Stunden | 0,280 | 0,343 1,4 4,1 
0,259 0,269 8,1 30,2 
0,302 | 0,248 13,6 55,0 
0,554 | 0,430 23,5 54,6 
eon: 0,684 34,8 52,0 
1,432 | | 0,890 38,2 42,8 
1,692 | 1,516 37,8 24,9 
1,852 | | 1,480 35,9 24,3 


gebende Medium iiber, weder bei den normal noch den phosphatarm heran- 
geziichteten Testorganismen. Auch im Zustand der phosphatischen Uber- 
kompensation gibt die Zelle kein Phosphat nach auffen ab, sondern be- 
dient sich des Proliferationsaktes, um allmahlich — im Verlauf einer Pas- 
sage — auf das urspriingliche Phosphatniveau abzusinken. Die P-Mangel- 
hefe laBt, wenn sie wieder unter normale Ernahrungsbedingungen gesetzt 
ist, keine merkliche Veranderung ihrer Eigenschaften im Vergleich zur Nor- 
malhefe erkennen. 


Tab. 6. Regenerierung von Normal- und P-Mangelhefe in Malzwiirze bei unter- 
schiedlichen Temperaturen; vermehrungsfahige Aussaat. 


Temperatur 7°C Temperatur 20°C 


Normalhefe | P-Mangelhefe Normalhefe | P-Mangelhefe 
mg P/g Trs. mg P/g Trs. 


| 


| 

0 Stunden | 18,3 | 
19,4 | 

27,4 | 

16,4 | 

15,5 | 

| 


| 
| 


Bei den vorangehend durchgefiihrien histochemischen Untersuchunger 
zeigte es sich, daff der Uberkompensationseffekt an sich nach P-Mangel- 


3 
Zeit | 
| 
| ] 
: 
x 
3 
3,5 21,8 | 5,0 
ae 32,4 22,5 63,6 
| 
a ae | 25,5 50,6 
4 57,2 21,2 33,0 
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ziichtung und darauffolgender Phosphatregenerierung weitgehend tem- 
peraturunabhiangig ist; jedoch konnte dabei beobachtet werden, daft die 
Granulafarbung mit Erniedrigung der Reaktionstemperatur langsamer vor 
sich geht und sich dementsprechend erst spater mit voller Intensitat aus- 
prigt. Diese Beobachtung der verlangsamten regenerierenden P-Aufnahme 


Tab. 7. Regenerierung von P-Mangelhefe mittels Ortho-, Pyro-, Trimeta- bz. 
Hexapolyphosphat in synthetischer Nahrlésung unter Zusatz von Borsaure-Bern- 
steinséurepuffer (P-Gehalt der Regenerierungslésungen ca. 20 mg/l). 


Ortho- 
phosphat 


Trimeta- | Hexapoly- 


phosphat | phosphat 


mg P/g Trs. 


Zeit 


0 Stunden 
0,5 

4 ” 

1 Tag 


2,8 

7,6 
25,1 
29,3 


2,8 
7,3 
19,6 
22,2 


bei erniedrigter Temperatur wird auch durch die chemische Analysierung. 
wie sie in Tab. 6 niedergelegt ist, bestatigt. 

Weitere Versuche sollien die Frage klaren, ob nur Orthophosphat von 
der Hefezelle aufgenommen wird oder ob auch kondensierte Phosphate 
resorbiert werden. Aus Tab. 7 ist zu entnehmen, daff sowohl Pyrophosphat 
als auch Trimeta- und Polyphosphat vom Medium ins Cytoplasma iiber- 
wechseln, aber Pyrophosphat etwas schneller als Orthophosphat und Tri- 


Tab. 8. Regenerierung von P-Mangelhefe mittels Ortho-, Pyro-, Trimeta- bzw. 
Hexapolyphosphat in synthetischher Nahrlésung (unter Zusatz von Borsaéure-Bern- 
steinséurepuffer (P-Gehalt der Regenerierungslésungen ca. 300 g/l). 


Ortho- | Pyro- | Trimeta- 


Hexapoly- 
phosphat | phosphat | phosphat 


phosphat 


mg P/g Trs. 


3,6 | 
85 | 
34,3 | 
20,2 | 


0 Stunden 

0,5 

4 ” 
| 


3,6 
9,9 
35,9 
30,6 


3,6 
10,7 
20,0 
24,3 


meta- und Polyphosphat wiederum etwas langsamer als letzteres. Im vor- 
liegenden Falle waren die Regenerierungslésungen auf einen P-Gehalt von 
etwa 20 mg/l eingestellt. Eine zweite Ansatzreihe mit einem erhéhten P- 
Gehalit von etwa 300 mg/| fiihrte, gemaf Tab. 8, zu einem ahnlichen Er- 
gebnis. Nur ging diesmal, unter der gesteigerten P-Konzentration, die Auf- 
nahme von Polyphosphat zunachst in der ersten halben Stunde am schnell- 
sten vor sich, um sich dann aber im weiteren Verlauf der Penetration 
wieder zu verlangsamen und schlieBlich hinter der der iibrigen Phosphate 
Protoplasma Bd. XLVIII/2 15 


: 
| | | 
| 
| Phosphat | 
| mg P/g Trs. 
| 2,8 | 2,8 | | . 
| 
| 
28,4 26,6 | 
4 
| 28,3 35,2 | 
= 
: 
| 
Zeit : 
| 
| | 
3,6 
f 
| 76 | 
| 
25,5 
35,0 
| 
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ersichtlich zuriickzubleiben, wie es sich schon in der parallelen Regene- 
rierungsreihe mit niedrigem P-Gehalt zu erkennen gab. 

Wihrend bei den vorangehenden Versuchen nur der Gesamt-P-Gehalt 
der Testorganismen bestimmt wurde, konnten weiterhin durch differenzie- 
rende Analyse, nach der unter I, 8 beschriebenen Methode, gewisse Anhalts- 
punkte iiber die Verteilung des Phosphors auf die einzelnen Fraktionen 
gewonnen werden (Tab. 9). 


Tab. 9. Vergleich des Gesamt-P-Gehaltes sowie der prozentualen Anteile einzelner 
P-Fraktionen von Normal- und P-Mangelhefen nach zmei- bzw. dreistiindiger 
P-Regenerierung in Malzmiirze bei 20°C. 


Ausgangs-Normalhefe Ausgangs-P-Mangelhefe 
mg P/g Trs. mg P/g Trs. 


Versuch I 14,3 3,4 
Versuch IT 17,3 2,1 


Nach erfolgter zwei- bis dreistiindiger P-Regenerierurg: 


Normalhefe P-Mangelhefe 


N ‘Versuch I Versuch IT Versuch I Versuch II 
(zweistdg. P- | (dreistdg.P- | (zweistdg.P- | (dreistdg. P- 
Regener.) Regener.) Regener.) Regener.) 


mg P/g Hefe Trs. 20,0 23,6 53,9 52,5 
Kalter TES-Extrakt 48,9 71,6 46,3 65,8 
Alkohol-Ather-Extrakt 2,6 4,2 4,9 gt 
Hydrolyse mit 1n-KOH 42,7 36,0 41,5 27,1 
a) ,,7-Minuten-P“ (A?) 17,9 12,8 31,4 16,6 
b) ,,Nukleinsaure-P* 24,8 23,2 | 10,1 11,6 
Riickstand 5,9 0,2 3,0 0,2 


Die prozentuale Aufteilung des Gesamt-P auf die erhaltenen Fraktio- 
nen, wie sie in Tab. 9 vorgenommen ist, gibt in gewisser Hinsicht AufschluB 
iiber den Verlauf des P-Regenerierungsvorganges nach P-Mangelziichtung. 
Am klarsten treten die Verhaltnisse hinsichtlich des tatsaichlichen Gehaltes 
an .,.Nukleinsaure-P* und ,,7-Minuten-P* (A?) zutage, wenn man die Pro- 
zentwerte aus den absoluten P-Mengen umrechnet; hierbei ergibt sich: 


.Nukleinsaure-P* 
Versuch I Versuch II 
mg_ ,,Nukleinséure-P* 
Normalhefe 4,96 5,48 
Regenerierte P-Hungerhefe 5,44 6.09 


»7-Minuten-P* (A) 
Versuch I Versuch II 
Normalhefe 3,02 
Regenerierte P-Hungerhefe 16,92 9,72 


| 
| 
| 
B 
Cc 
; 
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Aus dem Vergleich der absoluten P-Mengen geht hervor, daft der Gehalt 
an ,,Nukleinséure-P* in der Normal- sowie in der P-Hungerhefe nach zwei- 
bzw. dreistiindiger P-Applikation annahernd der gleiche ist. Dagegen zeigt 
das ,7-Minuten-P“ der zweistiindig regenerierten P-Hungerhefe bereits 
prozentual einen erheblichen Anstieg gegeniiber der Normalhefe, welcher, 
berechnet auf den absoluten P-Gehalt, noch markanter hervortritt. Nach 
dreistiindiger P-Regenerierung ist der Unterschied im Gehalt an ,,7-Minu- 
ten-P“ ersichtlich vermindert, aber immer noch deutlich genug vorhanden. 

Die in den Versuchstabellen 3 bis 9 angefiihrten Analysendaten sind 
zu einem Teil erganzend aus den Dissertationen von W. Nordheim und 
G. Riihle entnommen. 


Zusammenfassung und Auswertung der Versuchsergebnisse 


Bei regenerierender P-Applikation nach P-Mangelziichtung treten be- 
merkenswerte plasmochromatische und chemische Zellreaktionen in Erschei- 
nung. Die P-Hungerhefe zeichnet sich, wie wir in einer grofen Reihe von 
Versuchen reproduzierbar bestatigt fanden, durch die markante Eigenschaft 
aus, dafi sie im initialen Stadium der P-Regenerierung begierig Phosphat 
in sich aufnimmt und dabei eine phosphatische Uberkompen- 
sation erfahrt, die nach relativ kurzer Reaktionsdauer kulminiert, um 
dann allmahlich wieder auf das normale Niveau abzusinken. Dieses Stoff- 
wechselphinomen, das uns bei Anwendung des M-T-Verfahrens (Doppel- 
pigmentierung mittels Methylenblau und Trypaflavin bei zweifacher Saure- 
differenzierung) erstmals entgegentrat, ist aber nicht nur auf cytologische 
Art indizierbar, sondern konnte von uns ebenso chemisch, durch Bestim- 
mung des Gesamt-P-Gehaltes, in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis von 
Wiame sowie von Rautanen und Miikkulainen nachgewiesen 
werden. Soweit sich aus unseren analytischen Ermittlungen ersehen Jaft, 
steht die M-T-Reaktion, die sich auf scharf kontrastierende Tinktionseffekte 
stiitzt, in proportionalem Einklang mit der protoplasmatischen Phosphat- — 
aufnahme. 

Das Eintreten des Uberkompensationseffektes nach P-Mangelziichtung 
und darauffolgender P-Regenerierung ist weitgehend temperaturunabhan- 
gig, jedoch konnte dabei beobachtet werden, daf die Granulafarbung mit Er- 
niedrigung der Reaktionstemperatur langsamer vor sich geht und sich dem- 
entsprechend erst spater mit voller Intensitaét auspragt, was auch durch die 
gleichlaufenden chemischen Daten bestatigt wird. 

Die Reaktion der phosphatischen Uberkompensation vollzieht sich unab- 
hangig vom Garungs- und Vermehrungsprozef, sie ist nicht gebunden an 
die Anwesenheit von assimilierbaren Kohlenhydraten und Stickstoffver- 
bindungen, sondern stellt sich auch bei der Regenerierung in reinen Phos- 
phatlésungen ein. Dieser Befund steht in Widerspruch zu den Angaben 
von Wiame, 

Neben Ortho- werden sowohl Pyro- als auch Trimeta- und Polyphosphat 
ins Cytoplasma aufgenommen. Die Penetrationsgeschwindigkeit der ge- 
nannten Phosphate ist verschieden. Pyrophosphat dringt etwas schneller 
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in die Zellen ein als Orthophosphat, und Trimeta-. und Polyphosphat 
penetrieren wiederum etwas langsamer als letzteres. Bei wechselndem P- 
Gehalt der Regenerierungslésungen werden ahnliche Ergebnisse erzielt. 

Daf® es sich beim Abklingen der phosphatischen Uberkompensation, d. h. 
bei Verminderung des absoluten P-Gehaltes in der Zelle, nicht um eine 
P-Abgabe an das Substrat handelt, ist daraus erkennbar, daf mit zuneh- 
mender Masse der Zellsubstanz, wie wir feststellten, auch deren gesamter 
P-Gehalt ansteigt. Zu keinem Zeitpunkt des Kultivierungsprozesses tritt 
Phosphat in das umgebende Medium iiber, weder bei den normal noch bei 
den phosphatarm herangeziichteten Hefeorganismen. Auch im Zustand der 
phosphatischen Uberkompensation gibt die Zelle kein Phosphat nach aufen 
ab, sondern bedient sich des Proliferationsaktes, um den Phosphatspiegel 
allmahlich — im Verlauf einer Passage — auf das urspriingliche Niveau 
zu senken. Die P-Mangelhefe lat, wenn sie wieder unter optimale Ernah- 
rungsbedingungen gebracht wird, keine merkliche Veranderung ihrer Eigen- 
schaften gegeniiber der Normalhefe erkennen. 

Die Fraktionierung des Gesamt-P in den verschiedenartig behandelten 
Hefeansatzen hat Aufschluf dariiber erbracht, daf® das ,,Nukleinsiure*-P 
in der Normalhefe sowie in der zwei- bzw. dreistiindig regenerierten P- 
Hungerhefe anniahernd konstant ist, wohingegen das ,7-Minuten-P“ (A?) 
der zweistiindig regenerierten P-Hungerhefe einen erheblichen Anstieg im 
Vergleich zur Normalhefe zeigt. Nach dreistiindiger P-Regenerierung ist 
der Unterschied im Gehalt an .,7-Minuten-P“ bereits etwas ausgeglichen. 
aber immer noch deutlich vorhanden. 

Die P-verarmte Hefe ist in ihrer Vermehrung sowie in ihrem Garungs- 


und Oxydationsvermégen gleicherweise betrachtlichh gehemmt. Die im P- 
Gehalt iiberkompensierten Organismen unterscheiden sich in ihrem Stoff- 
wechselverhalten nicht merklich von der Normalhefe. In phosphathaltigen 
Substraten oder reinen Phosphat-Pufferlésungen gewinnt die P-Mangelhefe 
sehr bald wieder ihre urspriingliche Proliferations-, Garungs- und Oxyda- 
tionsfahigkeit zuriick. 
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Versuche zur Verhinderung von Ultraviolett-Wirkungen auf 
den Inhalt iiberlebender tierischer Zellkerne mit Strahlen- 
schutzstoffen 


Von 
Kurt Erdmann, Ingeborg Meyer und Siegfried Junghans 


Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Greifswald 
Mit 6 Textabbildungen 
(Eingegangen am 18. Juni 1956) 


I. Einleitung 


P. Wels hat 1938 [68] iiber Versuche berichtet, in welchen er iiber- 
lebende Zellkerne der FluRmuschel (Unio tumidus) mit ultraviolettem Licht 
bestrahlte. Die Kerne untersuchte er vor, wahrend und nach der Bestrah- 
lung im Dunkelfeldmikroskop. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind, 
kurz dargestellt, folgende: Das Innere intakier Kerne ist optisch leer, es 
erscheint im Dunkelfeld schwarz: das besagt, da& der Kerninhalt sich im 
fliissigen Zustand befindet. Werden solche urspriinglich schwarz erschei- 
nenden Kerne der ungefilterten Strahlung eines Quarzbrenners ausgesetzt. 
dann zeigt ihr Inhalt schon nach wenigen Minuten Triibungen und Koagu- 
lationen. Dieses Bild ist weitgehend ahnlich demjenigen, welches P. W els 
und A. Thiele nach Bestrahlung von Eiweiflésungen bei Betrachtung im 
Uliramikroskop erhielten [64]. Das im Kerninhalt des Unio-Eies in geléstem 
Zustand vorhandene Eiweiff verhalt sich also UV gegeniiber ahnlich wie 
Eiweiflésungen im Reagenzglas. 

In zwei voraufgegangenen Arbeiten hat der eine von uns [17, 18] mit- 
geteilt, da& Triibungen und Koagulationen, welche in Euglobulinlésungen 
durch Strahlen hervorgerufen wurden. durch eine Reihe von Strahlen- 
schutzstoffen je nach Konzentration der Schutzstoffe verschieden lange ver- 
hindert werden kénnen. 

Die Versuche, iiber welche im folgenden berichtet wird, priifen, ob die 
von Wels beobachieten, durch ultravioleties Licht erzeugbaren Verande- 
rungen in iiberlebenden Kernen tierischer Zellen in ahnlicher Weise durch 
Strahlenschutzstoffe verhindert werden, wie Erdmann das fiir Euglo- 
bulinlésungen beschrieben hat. 

Die Untersudrungen wurden an den Kernen von zwei verschiedenen 
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tierischen Zellen durchgefiihrt, namlich an den Kernen der Eier von Fluf- 
muscheln der Gattung Unio (E.) und an den Kernen von Epithelzellen aus 
der Haut junger weiffer Axolotl (gemeinsame und zum Teil nebeneinander 
durchgefiihrte Versuchsreihen der drei Autoren). Uber die bis zum Som- 
mer 1954 durchgefiihrten Versuche wurde auf dem I. Internationalen Kon- 
grefi fiir Photobiologie in Amsterdam kurz berichtet |15, 16]. 


II. Versuche mit Eikernen der Flu#muschel 
A. Methodik 


Die fiir diese Untersuchungen verwendeten Flu8muscheln der Gattung Unio 
stammten aus dem Ryckflu® etwa 2km oberhalb von Greifswald. Die Laichzeit 
von Unio fallt in das Friihjahr. Die Tiere wurden im April gesammelt. Sie wurden 
im Aquarium des Instituts in grofen Steingutwannen von 120 X 70 X 70cm ge- 
halten. Der Boden dieser Wannen war etwa 8—i0cm hoch mit Schlamm vom 
Fundort der Tiere bedeckt. Die Muscheln wurden in Ryckwasser gehalten, und 
zwar entsprechend den Verhialtnissen am Fangplatz bei einer Wasserhéhe von 
40—45 cm. Im Laufe der Zeit verdunstetes Wasser wurde durch Regenwasser er- 
setzt. Gefiittert wurde mit eiweifhaltigem Trockenfischfutter, wie es fiir die Zier- 
fischhaltung im Handel iiblich ist. Die Tiere gediehen bei dieser Pflege gut. Die 
Muscheln fiihrten von Mitte April bis Ende Juli Eier. Eine gréfere Anzahl Mu- 
scheln, welche abgelaicht hatten, verblieben den Winter hindurch in den Wannen, 
sie fiihrten im darauffolgenden Friihjahr wieder Eier'. 

Das Ovar der Flu&muschel liegt dorsal vom Fuff. Zur Entnahme der Eier 
werden die beiden SchlieRmuskeln durch Messerschnitte entlang der Schaleninnen- 
flachen durchtrennt. Fu und Eingeweidesack werden aus dem Tier heraus- 
genommen, Magen und Leber werden entfernt, der Fuf wird in ein flaches Uhr- 
schalchen gelegt und durch mehrere in 1—2mm Abstand parallel zueinander ge- 
fiihrte transversale Schnitite von der Dorsalseite her ventralwarts aufgespalten. 
Nach einigen Priparationen hat man die nétige Erfahrung, um beurteilen zu 
kénnen, wie man die Schnitie fiihren mu, daf& der Darm méglichst selten an- 
geschnitten wird. Aus dem so vielfach aufgespaltenen Ovar fliefen zugleich mit der 
KOrperfliissigkeit die Eier in das Schélchen. Man erhilt bei einiger Ubung auf diese 
Weise eine fast reine Suspension von Eiern in Kérperfliissigkeit. Der pH-Wert 
dieser Suspension liegt bei 6 (bestimmt mit dem Universal-Indikatorpapier von 
Merck). 

Von den Substanzen, welche Euglobulin gegen UV schiitzen kénnen [12, 17, 18]. 
wurden Cystein, SH-Glutathion, Natriumthioglykolat, «-Monothioglycerin, As- 
corbinsiure, Na,SO;, NaNO,, Thioharnstoff und Allyl-Thioharnstoff in den Ver- 
suchen mit Unio-Eikernen verwendet. Die Substanzen wurden taglich frisch doppelt 
so konzentriert in Leitungswasser gelést, wie sie nachher im Versuch zur Wirkung 
kommen sollten und mit Mercks Universal-Indikatorpapier auf den pH-Wert 6 
eingestellt. 

Die Eiersuspensionen wurden nach der Entnahme aus den Muscheln zwei- bis 


1 Die der FluRmuschel verwandte Teichmuschel (Anodonta) wird im Ryck am 
gleichen Ort gefunden wie Unio. Anodonta laicht im Herbst. Das Dunkelfeldbild 
der Eikerne von Anodonta war fiir unsere Zwecke jedoch ungeeignet, weil es den 
bei Unio so schén ausgepragten scharfen Kontrast zwischen dunklem Kern und 
weifem Plasma nicht bietet, auferdem lief sich die Anodonta bei gleichen Bedin- 
gungen im Aquarium viel schlechter halten als Unio. 
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dreimal mit kaltem Leitungswasser gewaschen und in enge Réhrchen gefiillt. Nach 
dem Absetzen darin wurde 1 cm? des Bodensatzes mit 1 cm* der Ausgangslésung der 
zu untersuchenden Schutzsubstanz zusammengegeben, so daf® nunmehr die zu prii- 
fende Substanz in der gewiinschten Konzentration auf die Eizellen einwirken 
konnte. Kontrollansatz (ohne Schutzstoff) = 1cm* Eier + 1 cm* Leitungswasser. In 
jedem Versuch wurde mit Mercks Indikatorpapier sichergestellt, da beide Ansiitze 
den gleichen pH-Wert hatten. 

Je Versuch wurden vier. Priparate angefertigt: zwei Kontrollpriparate, in 
welchen die Eier in Leitungswasser aufgeschwemmt waren, zwei Priaparate mit 
Aufschwemmung der Eier in der Lésung der zu untersuchenden Substanz, je eines 
wurde bestrahlt, das andere blieb unbestrahlt. Jedes dieser vier Praparate wurde 
vor Beginn und nach Ablauf der Bestrahlungszeit photographiert. 

Die Priparate wurden so hergestellt, wie P. Wels das seinerzeit [68] be- 
schrieben hat: Von den versuchsfertigen Eiersuspensionen wird je ein mittelgrofer 
Tropfen auf einen Objekttrager aus Quarz gebracht®, mit einem Deckglas 
18 X 27mm bedeckt und mit einem Rand zaher Augenvaseline so eingeschlossen, 
daf die Fliissigkeit nicht verdunsten kann. Das Deckglas muf man nicht, wie sonst 
iiblich, sanft auflegen, sondern mit einem gewissen Schwung auf den Tropfen Eier- 
suspension fallen lassen. Nach einiger Ubung bringt man so in jedem Priparat eine 
gréBere Anzahl von Eiern zum Platzen, und man erhalt auf diese Weise freic 
Kerne, welche in einem Gemisch von jeweiliger Ausgangsfliissigkeit und Inhalt 
der ausgelaufenen Eier aufgeschwemmt sind. 

Fiir die mikroskopischen Beobachtungen wurden ein Hellfeld-. ein Phasen- 
kontrast-, ein Dunkelfeldmikroskop und das von P. Wels [65] beschriebene Ver- 
gleichs-Lumineszenzmikroskop (simtlich von Zeiss) nebeneinander verwendet. An 
den vier Mikroskopen befanden sich Kreuztische; diese waren aufeinander geeicht. 
So waren die in Frage stehenden Kerne beim Uberwechseln von einer Beobachtungs- 
art zur anderen jederzeit miihelos wiederzufinden. 

Die photographischen Aufnahmen der Dunkelfeldbilder wurden entweder mit 
der Vertikalkamera .,Standard“ von Zeiss auf Kodak-Planfilm '7/10° Din hergestellt 
oder mit der ..Varex“ von [hagee, Dresden, auf Agfa Isopan F = 17/10° Din Klein- 
bildfilm. In der vorliegenden Arbeit sind nur Aufnahmen abgebildet, welche mit der 
.Standard* angefertigt wurden. Angaben iiber Optik, Balgenauszug und Ver- 
gréRerung finden sich in der Legende jeder Abbildung. Die VergréRerungen wurden 
mit Hilfe eines Objekt-Mikrometers gemessen. 

Die UV-Bestrahlungen erfolgten in dem oben genannten Vergleichs-Lumines- 
zenzmikroskop, dessen gesamte Optik bis zum Objekt aus Quarz besteht. Dazu 
wurde, nachdem die fraglichen Kerne genau in die Bildmitte. gebracht worden 
waren, die Leuchtfeldblende so weit geschlossen, daf nur noch die betreffenden 
Kerne beleuchtet blieben. Fiir die Bestrahlung wurde dann die Kiivette mit dem 
Wood-Filter aus dem Strahlengang entfernt, so da® die Kerne vom ungefilterten 
Licht der UV-Quelle getroffen wurden. Um jede eventuelle Méglichkeit einer Er- 
warmung des Objektes auszuschalten, wurde zwischen die Leuchtfeldblende und 
das Quarzprisma, welches die Strahlen in das Objekt hineinspiegelt, eine Quarz- 
kiivette von 10mm lichter Weite gestellt, diese wurde mit destilliertem Wasser 
durchstrémt. 


2 Glasobjekitrager lassen nach unseren Erfahrungen die wesentlichen biolo- 
gisch wirksamen Teile der Quarzlampenstrahlung nicht durch. Das sei ausdriick- 
lich betont, weil es haufig nicht geniigend beriicksichtigt wird. Verwendung von 
Glasobjekttragern kann zu Fehlurteilen fiihren.. 
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Nach beendeter Bestrahlung kam das Objekt wieder unter das Dunkelfeld- 
mikroskop zuriick, Der Erfolg der Bestrahlung wurde photographisch fixiert. 

Eine exakte Messung der UV-Dosis konnte nicht ausgefiihrt werden, da ein 
entsprechendes Mefgerat nicht zur Verfiigung stand. Zwecks grober Orientierung 
hat E. in der Objektebene des Lumineszenzmikroskops durch einen Quarzobjekt- 
triiger hindurch zehn nebeneinanderliegende Stellen der Volarseite seines Unter- 
armes 10, 20, 30, 40, 50, 60 Sekunden, 2, 4, 6 und 8 Minuten lang in gleicher Weise 
bestrahlt wie die Priparate. Die 40 Sekunden und langer bestrahlten Stellen 
begannen 2 Stunden nach der Bestrahlung sich zu réten. Auf der 30 Sekunden 
bestrahlten Stelle begann eine sehr schwache Rétung der Haut 2% Stunden nach der 
Bestrahlung, sie war nach 48 Stunden wieder véllig abgeklungen, wohingegen die 
Hautrétungen an den 30 Sekunden und langer bestrahlten Stellen noch nach drei 
Tagen deutlich zu erkennen waren, sie gingen am vierten Tag in Braunung iiber. 
Demnach lag die Erythemdosis in der Gréfenordnung von 40 Sekunden. 


B. Befunde 


Die Unio-Eikerne gehéren zum Typus der Blaschenkerne mit fliissigem 
Inhalt. Im Idealfall sind sie optisch leer und daher im Dunkelfeldbild 
schwarz (Abb. 1). Bei giinstiger Einstellung des Mikroskops ist die Kern- 
membran als feine weife Linie zu erkennen. Die Hiille des Nucleolus er- 
scheint als heller leuchtende Kreis- 
linie im Innern des Kernes, in man- 
chen Kernen erscheint der Nucleolus 


Abb. 1. Drei freie Kerne aus Eiern 
der Flu8muschel Unio, umgeben 


Abb. 2. Wirkung von ultraviolettem 
Licht auf den Eikern von Unio, - - Dun- 


vom Inhalt der zum Platzen ge- 
brachten Eier. Der kleine helle Kreis 
im Innern jeden Kernes ist der Nu- 
cleolus. --- Dunkelfeldbild. -- Auf- 
nahme mit Vertikalkamera .Stand- 
ard“, achromat. Objektiv 20. Photo- 
okular 9X, Balgenauszug 35 cm. Ver- 
gréBerung 1 : 220. 


kelfeldbilder. a= freier Kern vor der 

Bestrahlung; b= derselbe Kern nach 

2% Min. UV-Bestrahlung; c = derselbe 

Kern nach 5 Min. UV-Bestrahlung; 

d= derselbe Kern nach 7% Min. UV- 

Bestrahlung. Aufnahmedaten wie bei 
Abb. 1. 
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als weifk leuchtende Scheibe im dunklen Kern. Nicht alle Kerne liefern das 
soeben beschriebene Dunkelfeldbild. Haufig sieht man in der Nahe des 
Nucleolus einen unregelmaRigen weiflichen Nebel (etwa wie in Abb. 2a). 
Solche Kerne stammen nach unserer Kenninis aus schon etwas gealterten 
Eiern. In ihnen befindet sich offenbar ein Teil des im Idealfall ganz 
fliissigen Kerninhaltes schon im Gelzustand oder im Ubergang in diesen. 

Nach 2 Minuten UV-Bestrahlung. also beim ungefahr Dreifachen der 
Erythemdesis, wurde bei der oben beschriebenen Versuchsanordnung der 
urspriinglich schwarze Kerninhait 
(vgl. Abb. 2a) milchig triibe (Abb. 
2b) und nach weiteren 2—3 Minu- 
ten Bestrahlung war eine deutliche 
Flockung zu erkennen (Abb. 2c). 
diese wurde bei noch weiterer Be- 
strahlung gréber (Abb. 2d), und 
schlieBlich war das ganze Kern- 
innere von flockigen Koagulaten er- 
fiillt. 

Wurden Eier und Kerne vor der 
Bestrahlung in Cystein, in GSH, in 
a-Monothioglycerin oder in Ascor- 
binsaure aufgeschwemmt, dann hatte 
diese Vorbehandlung keinen Ein- 
fluB auf ihr Verhalten bei oder nach 
Belichtung mit UV: Die Kerne zeig- 
ten nach Bestrahlung in Gegenwart 
von einer der vier genannten Ver- 
bindungen das gleiche Bild mit den 


Nb 
Abb. 3. Schutzwirkung von Natrium- 
thioglykolat gegen die koagulierende 


Wirkung von ultraviolettem Licht auf 
den Eikern von Unio. Dunkelfeldbilder. 
Aufnahmedaten wie bei Abb. 1. Ku = 
freier Kern in Suspension ohne Schutz- 
stoff (= Kontrolle), unbestrahlt; Kb = 
derselbe Kern nach 10 Min. UV-Bestrah- 


gleichen Triibungen und Koagula- 
tionen wie die in reinem Leitungs- 
wasser bestrahlten Kontrollen. Es 
war also keine Schutzwirkung fest- 
zustellen. 

Die auf Schuizstoffwirkungen zu 


lung; Nu = ein anderer freier Kern aus 

demselben Tier in Suspension mit m/15 

Natriumthiglykolat, unbestrahlt: Nb = 

derselbe Kern nach 15 Min. UV-Be- 
strahlung. 


priifenden Substanzen wurden den 
Eiern nur in Konzentrationen appli- 
ziert, welche von Eiern und Kernen 
ohne sichtbare Veranderungen ver- 
tragen wurden. Cystein wurde in ins- 
gesamt 36 Versuchen in Konzentrationen von m/4, m/6, m/15, m/30 an- 
gewandt; GSH in 74 Versuchen in Konzentrationen von m/8,23, m/9,5 und 
m/15; a-Monothioglycerin in 28 Versuchen, in Konzentrationen von m/4, 
m/8, m/15, m/30. Mit allen diesen Konzentrationen war kein Schutz gegen 
UV zu erzielen. 

Ascorbinsaéure veranderte in héheren Konzentrationen das Aussehen 
der Eier und Kerne, sie kam deshalb in geringeren Konzentrationen zur 
Anwendung als die drei SH-Verbindungen. In insgesamt 36 Versuchen, und 
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zwar in Konzentrationen von m/30, m/40, m/30, m/60, m/80, m/100 und 
m/150, schiitzte Ascorbinsiure die Unio-Eikerne nicht gegen die Wirkung 
des ultravioletten Lichtes. 

Die erste Substanz, welche sich einwandfrei als Schutzstoff gegen UV 
erwies, war Natriumthioglykolat. Es verhinderte in jedem von 
16 mit m/15 und in jedem von 12 mit m/30 Lésung angestellten Versuchen 
die Ausbildung von Triibungen und Koagulaten in den bestrahlten Kernen. 

Die Abb. 3 zeigt das Wesentliche der Versuche mit Na-Thioglykolat. 
deren Ergebnisse sich kurz 
wie folgt darstellen lassen: 

m/15 Natriumthioglyko- 
schiitzt _iiberlebende 
freie Kerne FluB- 
muscheleiern in jedem Falle 
bis zu 20 Minuten, in eini- 
gen Versuchen auch 253, 30 
und 35 Minuten, in einem 
Versuch sogar 60 Minuten 
lang gegen UV. Vergleicht 
man die Dauer der UV-Be- 
strahlung, welche in Gegen- 
wart des Schuizstoffes bis 
zur ersten Opaleszenz des 
Kerninhaltes erforderlich 
war, mit der Bestrahlungs- 


Nb 
zeit, nach welcher in den Abb. 3a. Beim Fertigmachen der Fig. 3 fiir [16] 


Kontrollkernen ohne Schutz- sind durch mein (E.) Versehen fiir die untere 
stoff die erste Strahlenwir-  Reihe dieser Figur zwei Abziige vom gleichen 
wirkung  sichtbar wurde, Negativ auf die Abbildungsvorlage geklebt wor- 
dann ergibt sich, daB m/13 den. Diese Verwechslung habe ich erst nach Er- 
Natriumthioglykolat in je- scheinen von [16] bemerkt. 

dem Falle bis zum 10fachen, Obige Abb. 3a ist eine Berichtigung der Fig. 5 
in einigen Versuchen auch 2"S [16]. welche am Wesen des Dargestellten 
bis zum 12,5fachen, ja bis nichts andert. die mir aber der Ordnung halber 


t di cheint. 
zum 15- oder 17.5fachen, in 


dem einen Versuch sogar bis zum 30fachen derjenigen Bestrahlungszeit 
schiitzte, nach welcher die Kontrollen die ersten Wirkungen zeigten. 

m/30 Natriumthioglykolat schiitzte in jedem Falle bis zu 5 Minuten 
= 2,5mal Kontrolle), in einigen Versuchen bis zu 7.5 Minuten (= 3,73mal 
Kontrolle), in einem Versuch sogar bis zu 15 Minuten (= 7.5mal Kontrolle). 

m/60 Natriumthioglykolat schiitzte bis zu 2.5 Minuten (= 1,23mal Kon- 
trolle). Man kann im Zweifel sein, ob man in diesen Versuchen noch von 
Schutz reden, oder ob man diesen Effekt nicht besser als Verzégerung der 
UV-Wirkung bezeichnen soll. Wir haben uns dahin geeinigt. da& wir von 
Schutz“ erst dann sprechen, wenn der Schuizstoff die Bestrahlungszeit auf 
mindestens das Doppelte der fiir Wirkung auf die Kontrollen erforder- 
lichen Zeit erhoht. 
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m/120 und m/240 Natriumthioglykolat gaben iiberlebenden freien Ker- 
nen aus Unio-Eiern gegen UV-Bestrahlung von 2 Minuten (= wirksame 
Bestrahlungszeit der Kontrollen) keinen Schutz mehr, sie erbrachten auch 
keine Verzégerung der Strahlenwirkung. 


In weiteren Versuchsreihen wurden Unio-Eikerne auch durch Natrium- 
sulfit (Na,SO,) und durch Natriumnitrit (NaNO,) in geeigneten Kon- 
zentrationen gegen UV geschiitzt. Aquimolare Lésungen von Natriumsulfat 
(Na,SO,) und von Natriumnitrat (NaNO,) gaben keinen Schutz. 

Natriumsulfit (Na,SO,) wurde von Unio-Eikernen in m/30 Kon- 
zentration nicht mehr vertragen. In drei Versuchen wurden die Kerne durch 
m/60 Na,SO, geschiitzt (Bestrahlungszeit gréBer als die doppelte Kontroll- 
zeit). In 13 Versuchen wurde den Kernen m/90 Na.SO, geboten: es schiitzte 
alle Kerne. die Bestrahlungszeit war auf das 4- bis 6fache der fiir die Kon- 
trollen erforderlichen Zeit erhéht. 26 Kerne waren vor der Bestrahlung in 
m/120 Na,SO, suspendiert worden, von ihnen waren 17 Kerne (= 65%) 
einwandfrei geschiitzt (= durchsdinittlich 2- bis 3mal Kontrollzeit). bei 
2 Kernen erschien es fraglich. ob der Effekt noch als Schutz oder besser als 
Verzégerung zu bezeichnen war (= 1.5- bis 2mal Kontrollzeit), 7 Kerne 
(= 27%) waren ohne Zweifel nicht geschiitzt. (Na,SO, ergab in iquimolaren 
Lésungen und bei sonst gleichen Bedingungen keine Verzégerung der UV- 
Wirkung: in einigen Versuchen beschleunigie es dieselbe sogar geringfiigig.) 

Natriumnitrit (NaNO,) wirkte in den drei untersuchten Konzen- 
trationen als Schutzstoff gegen UV: In sechs Versuchen wurden alle Kerne 
durch m/i6 NaNO, geschiitzt. und zwar muBien bis zum Auftreten der 
ersten Triibungen die in m/16 NaNO, suspendierten Kerne acht- bis zehn- 
mal so lange bestrahlt werden wie die Kontrollkerne ohne NaNO,. In 18 
von 19 Versuchen mit m/24 NaNO, bestand kein Zweifel daran, daf die 
Kerne geschiitzt wurden. sie mu®ten im Durchschnitt neunmal so lange be- 
strahlt werden wie die Kontrollen: in einem Fall war die UV-Wirkung 
verzégert (— doppelte Zeit der Kontrolle). Von fiinf Versuchen mit m/32 
NaNO, ergaben drei Schutz bis zur durchschnittlich fiinffachen Zeit der 
Kontrollen. zwei Versuche zeigten Verzégerung (= 1.5- bis 2fache Zeit der 
Kontrollen). 

In |17] wurde davon berichtet. daB Thioharnstoff im Vergleich 
zu den anderen Schutzstoffen Euglobulin nur kurze Zeit gegen UV schiitzen 
konnte. Freie Unio-Eikerne vertrugen Suspendiertsein in m/2 und in m/5 
Thioharnstoff nicht. Konzentrationen ab m/10 Thioharnstoff verursachten 
dagegen keinen sichtbaren Schaden mehr. In 32 Versuchen mit dieser Kon- 
zentration waren 16 Kerne ohne jeden Zweifel nicht geschiitzt. in 16 Ver- 
suchen war eine Verzégerung des UV-Effektes zu beobachten (bei 
12 Kernen konnte bis zum 1 %fachen, bei 4 Kernen bis zum 2fachen der Zeit 
fiir Kontrollkerne bestrahlt werden, bis die ersten Verainderungen sichtbar 
wurden). — In sieben weiteren Versuchen war mit m/13 Thioharnstoff auch 
nicht die geringste Verzégerung der UV-Wirkung zu erreichen. diese Kon- 
zentration war also bereits zu schwach. 

Allylthioharnstoff (Thiosinamin) ergab thnliche Resuliate wie 
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Thioharnstoff. Konzentrationen von m/20 und m/135 waren zu schwach, sie 
hatten keinen EinfluB auf den UV-Effekt. Bei 31 Versuchen mit m/10 Allyl- 
thioharnstoff war in 20 Fallen die UV-Wirkung um das 1% fache bis fast 
2fache der Kontrollzeit verzégert: bei nur einem Kern kénnte man von 
~Schutz* durch m/10 Allylthioharnsioff sprechen, denn erst nach dem 2!:- 
fachen der Kontrollzeit war die erste Wirkung des UV zu sehen: in 10 Ver- 
suchen hatte m/10 Allylthioharnstoff die UV-Wirkung nicht verzégert. In 
3 Versuchen mit m/7.5 Allylthioharnstoff war nur bei einem Kern die UV- 
Wirkung auf das 1 %fache der Kontrollzeit verzégert. bei den iibrigen war 
keine Verzégerung festzustellen. 


III. Versuche mit Epithelzellen von Axolotilarven 


Nach den Befunden am Kern einer Moll usken elle, iiber welche im 
vorhergehenden Abschnitt II berichtet worden ist. erhob sich die Frage, wie 
sich Wirbeltierzellen unter entsprechenden Versuchsbedingungen ver- 
halten wiirden. Eine fiir die Klarung dieser Frage geeignete Zelle muBte 
iibersichtliche Verhaltnisse bieten, vor allem durfte sie nicht zu klein sein, 
wegen ihrer Kleinheit kamen also Saugerzellen als Versuchsobjekt nicht in 
Frage. Es erschien zweckmaBig. die Untersuchungen an Zellen mit hoher 
Strahlenempfindlichkeit durchzufiihren. Nun ist seit langem bekannt, daB 
junge Zellen aus Geweben mit lebhafter Zellproliferation strahlenempfind- 
licher sind als Zellen aus ruhenden oder ausdifferenzierten Geweben. Die 
Haut aller Wirbeltiere unterliegt zeitlebens Abnutzungsprozessen, und fiir 
das in ihr verbrauchte Material ist standiger Nachwuchs aus embryonal 
gebliebenen Zellen der Keimschicht notwendig. 

Eine Reihe von Untersuchungen. welche friiher in unserem Institut an- 
gestellt worden sind, beschiftigen sich mit den biologischen Wirkungen des 
Lichtes auf die Haut |45, 46, 52, 56—39, 66. 67. 69. 70|. Im Organismus ist 
ja die Haut dasjenige System, auf welches sich die Einfliisse des Lichtes, 
und besonders die seines ultravioletten Anteiles. am intensivsten auswirken 
miissen, weil das Licht seiner Natur gemaf nur in geringe Tiefen eindrin- 
gen kann. Die Amphibienhaut fiihrt nun relativ grofe Zellen, und in der 
Haut albinotischer Tiere sind Stérungen des mikroskopischen Bildes der 
lebenden Zellen weniger zu befiirchten als bei pigmentierten Tieren. So 
kamen wir auf der Suche nach einer fiir unsere Zwecke geeigneten Wirbel- 
tierzelle dazu. die Haut weifer Axolotl zu wahlen. 


Axolotl sind leicht zu halten und auch relativ leicht zum Laichen zu bringen. Junge 
Tiere waren fiir unsere Zwecke geeigneter als erwachsene. Wir hielten die Zucht- 
paare in gewéhnlichen Aquarien (Glaswannen) von 48 X 30 X 28cm. Die Gefafe 
waren mit Myriophyllum und Elodea dicht besetzt, sie wurden kriaftig geliiftet. das 
Wasser wurde stindig automatisch filtriert. Die Weibchen setzten ihren Laich an 
den Wasserpflanzen ab. Nach dem Ablaichen wurden die Pflanzen mit den an- 
haftenden Eiern in flache Aquarien iiberfiihrit. Bald nach dem Schliipfen wurden 
die jungen Larven in besondere Aufzuchtaquarien iibertragen. Die Jungtiere 
wurden in den ersten Wochen mit kleinen Sii®wasserkrebsen (Cyclopiden und 
Daphnien) gefiittert, spaiter wurden neben den Krebschen auch Enchytrien gegeben. 
Die Jung-Axolotl gediehen bei dieser Pflege gut. 
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Uber Aufbau und Differenzierung der Amphibienhaut, speziell der Axolotl- 
haut. orientierten wir uns in den Arbeiten [2, 9, 29, 53] sowie in der schénen 
Arbeit von Hildegard Gersch [22]. 


Fiir unsere Zwecke waren die gewoéhnlichen Epithelzellen am besten 
brauchbar. Ihr Dunkelfeldbild zeigt den optisch leeren Kern als schwarze 
Aussparung im hell erscheinenden Cytoplasma (Abb. 4). Der im Verhialtnis 
zur Zelle grofe Kern ist von einem nur schmalen Saum von Cytoplasma 
umgeben. Die giinstigsten, weil kontrastreichsten Bilder (schwarzer Kern 
in weiem Plasma) lieferten 4—-7 cm lange Larven. In jiingeren Larven 
war der Kontrast geringer wegen der Zartheit des Plasmas, welches im 
Dunkelfeldbild nicht weil er- 
schien, sondern den Raum zwi- 
schen Kernmembran und Zell- 
oberfliche nur wie mit einem 
zarte:: Nebel erfiillte. Altere Tiere 
waren deswegen ungeeignet, weil 
das Cytoplasma in den Epithel- 
zellen ihrer Haut nicht mehr durch- 
sichtig genug war. In den Kernen 
der Epithelzellen von 4—7 em lan- 
gen Larven sind Triibungen und 
Koagulationen leicht zu erkennen 


Abb. 4. Vier Epithelzellen aus dem Flos- und gut zu photographieren. 


sensaum eines 3¢m langen, jungen wei- 
fen Axolotls. Dunkelfeldbild, Fiir die Die Larven wurden durch ein 
Aufnahme wurde auf den gré8ten Um- 20—40 Minuten dauerndes Bad in 


fang der Kerne eingestellt, Cytoplasma einer 0,005%igen wisserigen Lo- 
und Zelloberflachen sind dadurch unscharf. sung von Nipasolnatrium bewe- 
---Aufnahme mit der .Standard*: apo- gungsunfahig gemacht®. Danach 
chromatische Immersion 60X, Homal IV. wurden sie zur Entfernung des 
Balgenauszug 55cm. VergréRerung 1:1220.  syBerlich anhaftenden Nipasol- 

natriums kraftig mit destilliertem 
Wasser abgespiilt. Unter destilliertem Wasser wurde ihnen sodann mit 
einer Lanzettnadel vom dorsalen Rand des Flossensaums ein etwa 1mm 
breiter Streifen abgeschnitten. Dieser wurde in einer mit Amphibien- 
ringer isosmotischen 0.7% NaCl-Lésung in méglichst kleine Stiickchen zer- 
zupft. Die Gewebestiickchen kamen in 0.7%igem NaCl auf Quarz-Objekt- 
trager. Das Deckglas des so angefertigten Praparates wurde zur Verhin- 
derung von Verdunstungen und damit einhergehenden Konzentrations- 
verinderungen mit Augenvaseline umrandet. 


Die Abb. 4 zeigt im Dunkelfeldbild die Kerne von vier Zellen in der 
beschriebenen Weise. Der Kontrast zwischen Kern und Cytoplasma der 
Epithelzellen vom Axolotl ist nicht ganz so scharf wie im Flu&muschelei. 


3 Nipasolnatrium wurde von Fr. Kopsch [39] als gutes und unschadliches 
Betiubungsmittel fiir Axolotllarven, Kaulquappen und erwachsene Frésche an- 
gegeben. Es wird von der Fa. J. Penner AG. in Berlin hergestellt und wurde uns 
in dankenswerter Weise kostenlos iiberlassen. 
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Auf UV-Bestrahlung reagierten die in physiologischer Kochsalzlésung 
aufgeschwemmten Epithelzellen der Axolotlhaut im Cytoplasma und be- 
sonders im Kern ahnlich wie die Eizellen der FluRmuschel: Der Kern, wel- 
cher sich vor der Bestrahlung in deutlichem Kontrast schwarz aus dem weit 
leuchtenden Cytoplasma abhob (Abb. 5 a), war nach 15—23 Minuten dauern- 
der Bestrahlung mit ultraviolettem Licht weiflich triib geworden ‘4. Er war 
jetzt im umgebenden Cytoplasma nur noch undeutlich zu erkennen 


Abb. 5. Wirkung von ultraviolettem Licht auf eine Epithelzelle aus dem Flossen- 

saum eines 4cm langen Jung-Axolotls. a= Versuchszelle vor der Bestrahlung: 

b = dieselbe Zelle nach 25 Min. UV-Bestrahlung; ¢ = nicht zu bestrahlende Kon- 

trollzelle zu Beginn des Versuches; d = dieselbe Kontrollzelle nach 25 Min. (sie 

zeigt, da® ohne Bestrahlung wihrend der Versuchszeit keine Spontanveranderung 
im Kern stattfindet). Aufnahmedaten wie bei Abb. 4. 


(Abb. 5 b). Haufig unterschied er sich in der Intensitat seines Weifleuchtens 
iiberhaupt nicht mehr vom Cytoplasma. 


4 Die Tatsache, da die Kerne in Axolotl-Epithelzellen erst nach 15 Minuten 
Bestrahlung die ersten UV-Wirkungen zeigten, wogegen der Inhalt der Unio-Ki- 
kerne bereits nach 2 Minuten triib wurde s. S. 202, erscheint nicht verwunderlich, 
wenn man bedenkt, daf das UV zu den ja frei in der Suspension schwimmenden 
Unio-Eikernen relativ ungehinderten Zutritt hatte, daB es aber, um auf die Kerne 
der Axolotlzellen einwirken zu kénnen, erst die Oberfliche und das Cytoplasma 
der Zellen durchdringen mufte. Wesentlicher fiir die Erklarung der verschiedenen 
UV-Empfindlichkeit der beiden untersuchten Zellen erscheinen uns Befunde von 
E. Giittes [28]. Er hat an Seeigeleiern festgestellt, daB diese gegen UV die héchste 
Empfindlichkeit zeigen, wenn sie im Zustand der Reife kurz vor der Befruchtung 
bestrahlt werden. Die von uns untersuchten Unio-Eier befanden sich gleichfalls im 
Zustand der Reife, und das kénnte eine Ursache fiir ihre héhere Empfindlichkeit 
gegen UV sein. 
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Wurden die Epithelzellen statt in physiologischer NaCl-Lésung in m/3 

Lésungen von Natriumthioglykolat (gelést in 0,7%igem NaCl) aufge- 

schwemmt und in dieser Aufschwemmung mit ultraviolettem Licht be- 

strahlt, so wurden sie gegen die triibende und koagulierende Wirkung des 

UV geschiitzt: Kern und Cytoplasma ergaben nach der Bestrahlung das- 
selbe Dunkelfeldbild wie vor 
derselben (vgl. Abb. 6d mit 
6c). 

Die fiir vollstandige Schutz- 
wirkung erforderlichen Kon- 
zentrationen an  Natrium- 
thioglykolat waren in den 
Versuchen mit Axolotlzellen 
héher als die in den Versuchen 
mit Unio-Eikernen bendtigten. 
Das kénnte damit erklart wer- 
den, daB die Unio-Eikerne frei 
in der Lésung von Natrium- 
thioglykolat lagen und daf 
diese nur die Kernmembran 
zu durchdringen brauchte, wo- 
hingegen die Kerne der Axo- 
lotl-Epithelzellen ja in der 


ganzen Zelle lagen, so dak das 
Natriumthioglykolat erst Zell- 


oberflaiche. Cytoplasma und 
Kernmembran durchdringen 
muBte. bevor es seine Schutz- 
wirkung im Inneren des Ker- 
nes entfalten konnte. Um das 
zu erreichen, muften eben 
héhere Konzentrationen an- 
gewandt werden, als fiir freie 
Kerne nétig waren. E. G iit- 
tes [28] hat iiber Versuche an 


Abb. 6. Schutzwirkung von m/3 Natriumthio- 
glykolat auf Epithelzellen vom  Axolotl. 
a = Versuchszelle in physiol. NaCl vor der Be- 
strahlung: b=dieselbe Zelle nach 25 Min. 
UV-Bestrahlung: c= eine andere Zelle aus 
demselben Tier in Natriumthioglykolat vor 
Bestrahlung: d= dieselbe Zelle nach 23 Min. 
UV-Bestrahlung: e = Konitrollzelle zu Beginn 
des Versuches: f = dieselbe Zelle nach Ablauf 
von 23 Min. (keine Spontanverainderung wih- 


rend der Versuchszeit). Aufnahmen mit der 

Standard“: apochromatische homogene Im- 

mersion 35, sonst wie bei Abb. 4. Vergréfe- 
rung 1: 710. 


Seeigeleiern berichtet. welche 
gezeigt haben. daB diese zur 
Zeit kurz vor der Befruchtung 
auf chemische Agenzien be- 


sonders leicht reagieren. Was 
fiir Seeigeleier bewiesen ist, mag auch fiir Unio-Eier gelten und kann eine 
Erklérung dafiir sein, daf Natriumthioglykolat die Unio-Kerne in ge- 
ringerer Konzentration schiitzte als die Kerne der Axolotl-Epithelzellen. 
Konzentrationen von m/7 und noch mehr solche von m/13 Natriumthio- 
glykolat nahern sich offenbar der unteren Grenze der Schutzwirkung, denn 
in ihnen war nur noch ein Teil der Zellen deutlich geschiitzt, in einem an- 
deren Teil der Zellen war die UV-Wirkung schwach verzégert und einige 
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Zellen zeigten UV-Wirkungen bereits nach gleicher Bestrahlungszeit wie 
die Konirollzellen ohne Natriumthioglykolat. Natriumthioglykolat in star- 
kerer Verdiinnung als m/15 verzégerte die UV-Wirkung nicht mehr. 

Auch Natriumnitrit (NaNO,) schiitzte in geeigneten Konzentrationen 
Axolotl-Epithelzellen gegen UV. Der Bereich, innerhalb dessen das méglich 
ist, scheint eng begrenzt zu sein, denn m/8 NaNO, schadigte bereits einen 
Teil der Zellen und m/32 NaNO, zeigte keine Verzégerung der UV-Wir- 
kung mehr. m/i6 NaNO, (in 0,7%iger NaCl gelést) verhinderte in 20 Ver- 
suchen, in welchen gréRere Gewebestiicke zur Bestrahlung kamen, bei 50% 
der Zellen die UV-Wirkung in der fiir Triibung der Kontrollkerne notwen- 
digen Zeit; bei einem kleinen Teil der iibrigen 50% (— etwa 10%) war die 
UV-Wirkung auf die Kerne im Vergleich zu den Kontrollen schwach ver- 
zogert, der Rest verhielt sich wie die Kontrollkerne. 

Mit Na,SO, angestellte Versuche an Axolotl-Epithelzellen zeigten nur 
unbedeutende Verzégerungen der UV-Wirkung auf den Kerninhalt. Die 
weniger empfindlichen Axolotlzellen sind fiir derartige Versuche offenbar 
schlechter geeignet als die wesentlich empfindlicheren Unio-Eikerne. 

Cystein, a-Monothioglycerin und Ascorbinsaure gaben den Epithelzellen 
keinen Schutz gegen UV: das stimmt mit den Befunden an Unio-Eikernen 
iiberein (s. S. 202). 

Versuche mit SH-Glutathion, Thioharnstoff und Allylthioharnstoff haben 
wir an Axolotlzellen nicht angestellt. 

Das schwer ldsliche Rutin schiitzte in den erreichbaren Konzentrationen 
weder Axolotl-Epithelzellen noch Unio-Eikerne. Natriumazid (NaN,) 


schiitzte Euglobulin gegen UV und Réntgenstrahlen (s. [17], S. 305), fiir 
Versuche an beiden Zelltypen war diese Substanz nicht geeignet, denn in 
Zellsuspensionen, welche NaN, enthielten, bildeten sich bei Bestrahlung mit 
UV Gasblasen, und diese machten eine Beurteilung der Zellen auf even- 
tuelle Schutzwirkung unméglich. 


IV. Auswertung der Versuchsergebnisse 


Ein Vergleich der beiden untersuchten Zellarten in bezug auf Brauch- 
barkeit fiir das Ziel der vorliegenden Arbeit fallt ohne Zweifel zugunsten 
der Unio-Eikerne aus. Sie liefern einmal im Hellfeld wie im Dunkelfeld 
die iibersichtlicheren Bilder, zum anderen sind sie sowohl durch UV wie 
durch Schuizstoffe leichter zu beeinflussen. Trotz dieser Vorziige der Unio- 
Eier erscheinen uns die Versuche an Axolotl-Epithelzellen deshalb wichtig, 
weil sie gezeigt haben, da die Befunde, welche an einer Molluskenzelle 
erhoben wurden, auch an Zellen aus der Haut eines niederen Wirbeltieres 
erhalten werden kénnen. Damit erscheinen die beschriebenen Reaktionen 
auf UV und auf die wirksamen Schuizstoffe nicht als Besonderheiten eines 
zufallig giinstigen Objektes, sondern als eine allgemeinere Reaktionsweise 
tierischer Zellen auf beide Agenzien. 

Wie hat man sich nun nach dem heutigen Stande die Wirkung des UV 
auf tierische Zellen und die Gegenwirkung der Schuitzstoffe vorzustellen? 
Die primire Absorption des UV-Lichtes erfolgt in der Zelle mit hoher 
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Wahrscheinlichkeit unmittelbar in den organischen Molekiilen. Man n‘mmt 
heute an, daf die biologischen Wirkungen des UV nicht auf dem Um- 
wege iiber oxydativ wirkende Spaltprodukte zustande kommen, welche bei 
Bestrahlung aus dem Wasser der Zelle entstehen und deren Mitwirken bei 
der Erzeugung von Réntgeneffekten in der neueren Fachliteratur eine so 
groRe Rolle spielt |27, 34a, 36, 36a, 37 a, 38, 40, 50a]. Wahrscheinlicher ist 
fiir die UV-Wirkungen vielmehr, daf sie durch unmittelbare photooxyda- 
tive Effekte an den Baustoffer. der lebenden Substanz zustande kommen. 


Aus einer groRen Zahl von Arbeiten ist bekannt, daf der Kern der Zelle 
gegen Strahleneinfliisse empfindlicher ist als das Cytoplasma [1,.19—21, 23, 
26, 30—32, 41, 42, 4951, 61—62, 72—75]. In jiingster Zeit hat A. Kelner 
|37| iiber Versuche berichtet, aus welchen er ableitet, da& der Hemmung 
der Teilungen von Escherichia coli durch UV Umwandlungen im Kern zu- 
grunde liegen. H. F. Bl um und Mitarbeiter [5] stellten ferner in Versuchen 
an Eiern und Spermien von Seeigeln fest, da die Furchungsteilungen nach 
Befruchtung der Eizellen immer dann verzégert waren, wenn Kerne (ent- 
weder der Eikern oder der Spermakern) durch UV getroffen worden waren, 
nicht jedoch, wenn nur Cytoplasma bestrahlt worden war. Auch K. C. 
Atwood [2] und A. Norman [44] schlieBen aus Versuchen an Neuro- 
spora, dai die Inaktivierung der Conidien durch UV eine Folgeerscheinung 
von Wirkungen des UV auf den Kern sei. R. W. Ka plan [35] halt es fiir 
wahrscheinlich, da die mutagenen Wirkungen von UV auf Serratia durch 
Veranderungen am Kerneiweiff ausgelést werden. 


Den soeben genannten mehr oder weniger mittelbaren Ableitungen kén- 


nen wir mit unseren Befunden direkte Beobachtungen hinzufiigen. Die 
Versuche von P. Wels [68] und unsere daran anschlieRenden Versuche an 
Unio-Eikernen (s. S. 202) zeigen sichtbare Wirkungen des UV auf den Kern. 
Unter der Einwirkung von UV haben wir Veranderungen der Eiweife des 
Kerninhaltes nach iiberraschend kurzen Bestrahlungszeiten gesehen. Diese 
Verianderungen sind durchaus ahnlich denjenigen, welche Euglobulinlésun- 
gen bei Bestrahlung mit UV erleiden [17], sie erfolgen im Unio-Eikern so- 
gar schneller als in Euglobulinlésungen im Reagenzglas: Bei Bestrahlung 
von Euglobulin wurde die erste UV-Wirkung nach dem etwa Neunfachen 
der Erythemdosis sichtbar (s. [17], S. 295 und 297), bei Bestrahlung von 
Unio-Eikernen schon nach dem etwa Dreifachen der Erythemdosis (vor- 
liegende Arbeit S. 202). 


Aus der Tatsache, da wir sowohl in freien Kernen (Unio) wie auch in 
Kernen, welche im Verband der Zellen verblieben waren (Axolotl) nach 
UV-Bestrahlungen Triibungen und Koagulationen beobachten und photo- 
graphieren konnten, darf noch nicht ohne weiteres der Schluf gezogen wer- 
den, dafi es sich dabei um direkte Wirkungen des UV auf die Kerne han- 
delte. Dafiir kénnte zwar der Befund sprechen, daf schon nach dem Drei- 
fachen der Erythemdosis die ersten Wirkungen sichtbar wurden. Gegen 
einen solchen Schlu8 miifte aber eingewendet werden, daf in unseren Ver- 
suchen die Kerne immer in Kontakt mit dem Cytoplasma standen: Die 
Axolotlkerne befanden sich ja in den intakt belassenen Epithelzellen, und 


4 
4 
4 


Versuche zur Verhinderung von Ultraviolett-Wirkungen 211 


die freien Unio-Eikerne waren ja suspendiert im (allerdings verdiinnten) 
Cytoplasmabrei der zum Platzen gebrachten Eizellen. In beiden Fallen 
wire also eine indirekte Wirkung des UV iiber das Cytoplasma nicht aus- 
geschlossen, und die UV-Wirkungen, welche sich im Kern feststellen lieBen, 
kénniten erst sekundaire Auswirkungen von Primarvorgangen sein, welche 
_sich im Cytoplasma abgespielt hatten. Solche Vorstellungen sind in der 
neueren Literatur iiber biologische Strahlenwirkungen wiederholt erértert 
worden [11, 55]. 


Den Ausschlag fiir die Beantwortung der Frage, ob es sich um direkte 
oder indirekte Wirkungen des UV auf den Kern handelte, gibt nach unserer 
Meinung die Tatsache, daf es uns nur mit einigen der Stoffe, welche Euglo- 
bulin gegen UV schiitzen, gelungen ist, das Eiweif im Inneren der Kerne 
zu schiitzen. Im Cytoplasmabrei, welcher die Unio-Eikerne umgab, waren 
ja in den diesbeziiglichen Versuchsreihen Substanzen enthalten, wie Cystein. 
SH-Glutathion, a-Monothioglycerin und Ascorbinsaéure, von welchen in [17] 
und [18] berichtet worden ist, daf sie Euglobulin gegen UV schiitzen. Sie 
diirften auch das Eiweiff des ausgelaufenen Cytoplasmas in der Suspension 
schiitzen, und wenn die UV-Wirkung auf den Kern auf dem Umweg iiber 
das Cytoplasma zustande kame, dann miif&ten die genannten Schuizstoffe, 
wenn sie im Cytoplasmabrei enthalten sind, auch die Sekundarwirkung 
auf die Kerne verhindern. Das haben sie aber in unseren Versuchen nicht 


getan, wie auf S. 202 und auf S. 209 der vorliegenden Arbeit berichtet wor- 
den ist. 


Wichtig fiir die Deutung unserer Ergebnisse erscheint uns dagegen ge- 


rade der Umstand, daf nur drei Substanzen von den zehn fiir Euglobulin 
wirksamen, nimlich Natriumthioglykolat, NaNO, und Na,SO,. den Kern- 
inhalt schiitzten. Das kann wohl am einfachsten durch die Vermutung er- 
klart werden, daf nur diese drei Substanzen in das Innere der Kerne ein- 
dringen konnten und da die Stoffe, welche die Kerne nicht schiitzten, an 
den Kernmembranen zuriickgehalten wurden. Natiirlich kann eine unter 
gewohnlichen Umstanden die Kerneiweife triibende oder koagulierende 
UV-Bestrahlung erst dann durch die Schutzstoffe verhindert werden, wenn 
diese in den Kern hineingelangt sind. Deshalb halten wir es fiir wahr- 
scheinlich, da die beiden von uns beobachteten Vorgange, die Koagulation 
durch UV und ihre Aufhebung durch die drei Schutzstoffe, sich direkt an 


den Kerneiweifen abspielen. 


Von den Substanzen, mit welchen wir die UV-Koagulation der Kern- 
eiweife nicht verhindern konnten, steht nun aber, insbesondere fiir Cystein 
und fiir SH-Glutathion, fest, da sie Kleinséuger (bei Bestrahlung des 
Ganztieres) und Mikroorganismen dennoch gegen Strahlen schiitzen (Uber- 
sichten iiber die umfangreiche Literatur in [3]: S. 290—327 und in [17]: 
FuRnoten 9 und 12). In Versuchen, iiber welche in einer nachfolgenden 
Arbeit berichtet werden soll, hat der eine von uns (E.) die teilungshem- 
mende Wirkung von UV auf Colibakterien aufer mit den fiir Kerne wirk- 
samen Natriumthioglykolat und NaNO, auch mit den auf UV-Verande- 
rungen im Kern unwirksamen Cystein, SH-Glutathion, a-Monothioglycerin, 
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Thioharnstoff, Allylthioharnstoff und Ascorbinséure aufheben oder ab- 
schwichen konnen (s. auch vorlaufige Mitt. [16]). Es ware deshalb die An- 
nahme méglich, daf die fiir den Schutz der Kerneiweife wirkungslosen 
Substanzen ihre nach der Literatur ja nicht zu bestreitenden Schutzwirkun- 
gen auf ganze Zellen, Gewebe und Organismen im Cytoplasma entfalten 
und daft die von ihnen aufgehobenen Strahlenwirkungen mit den Kern- 
funktionen nichts zu tun haben. Diese Annahme gewinnt an Wahrschein- 
lichkeit durch Befunde von F. Devik [10], welche an Mausen gezeigt 
haben, da Cystein, SH-Glutathion, Thioharnstoff und einige weitere Sub- 
stanzen zwar den ganzen Organismus gegen Letalschiden durch Roéntgen- 
strahlen schiitzten, daB sie aber Strahlenschaden in den Zellkernen (unter- 
sucht am Knochenmark) nicht verhinderten. Van Bekkum und Mit- 
arbeiter [60] halten nach diesen und eigenen Befunden fiir wahrscheinlich, 
daft beim Endeffekt des Strahlenschadens fiir das ganze Tier nicht allein 
die gesetzten Kernschaden entscheidend sind, sondern daf auch der Schaden 
am Cytoplasma wichtig ist. Uber Strahlenwirkungen auf das Cytoplasma 
ist auch in einer Reihe von anderen Arbeiten berichtet worden [24, 33, 45. 
47, 54, 63, 74]. (Mit Wirkungen des UV auf das Cytoplasma haben sich die 
Beobachtungen, welche der vorliegenden Arbeit zugrunde liegen, nicht be- 
schaftigt.) 

Die biologischen Wirkungen des UV-Lichtes beruhen im wesentlichen 
auf Oxydationen, die sich, wie bereits ausgefiihrt, iiberwiegend am organi- 
schen Subsirat selbst abspielen diirften. Eine Ubersicht iiber die uns zu- 
gingliche diesbeziigliche Literatur hat der eine von uns in [17, S. 310] ge- 
geben. In [18] hat er fiir Natriumthioglykolat und zwei weitere SH-Ver- 
bindungen Wahrscheinlichkeitsbeweise dafiir erbracht, ihre Fiahig- 
keiten, Euglobulinlésungen gegen UV zu schiitzen, von ihren reduzierenden 
Eigenschaften abhangen. Fiir die beiden anderen Stoffe (NaNO, und 
Na,SO,), von welchen in der vorliegenden Arbeit gezeigt worden ist, daf 
sie, wie das Natriumthioglykolat, das Eiweif im Inneren tierischer Kerne 
gegen UV schiitzen, sind ahnliche Zusammenhinge aus der Tatsache zu ver- 
muten, da die beiden entsprechenden nicht mehr reduzierenden Oxyda- 
tionsprodukte, NaNO, und Na,SO,, weder Euglobulin noch die Kerneiweife 
tierischer Zellen gegen UV schiitzen. 


Zusammenfassung 


Von zehn Substanzen, welche Euglobulin gegen die triibenden und ko- 
agulierenden Wirkungen des UV-Lichtes schiitzen, verhindern drei, nam- 
lich Natriumthioglykolat, NaNO, und Na,SO,, auch die durch UV erzeug- 
baren Triibungen und Koagulationen im fliissigen Inhalt von Zellkernen. 
Dieser Befund wird an zwei verschiedenen iiberlebenden tierischen Zellen, 
Eiern der Flu8muschel Unio und Epithelzellen aus der Haut junger Axolotl, 
erhoben. Wahrscheinlich kénnen nur diese drei Stoffe die Kernmembranen 
passieren und im Kerninneren auf Grund ihrer reduzierenden Eigenschaf- 
ten die durch Oxydation bedingten Denaturationen und nachfolgenden 
Triibungen der Kerneiweiffe verhindern. 
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Osmotischer Wasserentzug und Plasmolyse 
mit Polyaethylenoxyd 


Von 


A. Pirson und G. Schaefer 
Aus dem Botanischen Institut der Universitat Marburg/Lahn 


Mit 4 Textabbildungen 


(Eingegangen am 24. Juli 1956) 


Substanzen, die in der Zellphysiologie als Plasmolytika oder iiber- 
haupt als Mittel zum osmotischen Wasserentzug dienen, sollen im allge- 
meinen folgende Eigenschaften aufweisen: 1. Beliebige Léslichkeit in Was- 
ser, 2. eine der Konzentration (Molaritat, Normalitat) proportionale osmo- 
tische Wirksamkeit, 3. keine Permeation, 4. physiologische Indifferenz. 
Elektrolyte erfiillen bekanntlich diese Voraussetzungen nur in beschranktem 
Mae und spielen — von Sonderfiallen abgesehen — als Plasmolytika nur 
eine untergeordnete Rolle. Anelektrolyte, wie Glucose, Saccharose, Mannit 
u. a., sind dagegen fiir exaktere plasmolytische Untersuchungen besser ge- 
eignet. Allerdings gibt es Falle, wo selbst in Zuckerlésungen der Plasmolyse- 
grad iiber langere oder kiirzere Versuchsperioden nicht konstant bleibt 
(Héfler 1926, 1940). Wieweit dies im einzelnen Falle auf eine Zucker- 
permeabilitat oder eine nichtosmotische Wasseraufnahme (Bogen und 
Prell 1953) zuriickzufiihren ist, braucht hier nicht erértert zu werden. 
Die bekannte Tatsache, daf ein erhéhtes Kohlenhydratangebot von aufen 
die Atmung der Zelle und damit ihre Energiebilanz zu beeinflussen mag, 
zeigt jedenfalls, daf& mit einer physiologischen Indifferenz auch bei der 
Verwendung von Zuckerlésungen als wasserentziehenden Medien nicht 
von vornherein gerechnet werden kann. Mit einer durch Zucker herbei- 
gefiihrten Atmungssteigerung (Pirson und Seidel 1950) geht bei 
Lemna minor eine Veranderung des Plasmolyseverlaufs einher, die von 
Schaefer (1956) auf eine Beeinflussung des Plasma-Wandkontaktes — 
wahrscheinlich auf dem Wege iiber eine lokale Erhéhung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration — zuriickgefiihrt wird. Mag man auch im Einzelfall 
solche Nebeneffekte gering halten oder in Rechnung setzen kénnen, so 
werden diese doch gerade bei langer andauernden Plasmolyseversuchen 
zu erheblichen Stérungen fiihren. Im Hinblick darauf erscheint uns die 
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Mitteilung lohnend, daf wasserlisliche Polyathylenoxyde (z. B. das kauf- 
liche Produkt .Lutrol* der Badischen Anilin- und Sodafabrik, Ludwigs- 
hafen) die genannten Forderungen an ein ideales Plasmolytikum in weitest- 
gehendem Mafe zu erfiillen scheinen. Polymere gleicher oder ahnlicher Art 
sind die in der angelsachsischen Literatur als ,,.Carbowaxe* bezeichneten 
Produkte, die sich in der biochemischen Praparationstéchnik bestens be- 
wiahrt haben. So ist es z. B. mit Hilfe von Lésungen dieser Polymeren 
méglich gewesen, die hochempfindlichen Plastiden von Rotalgen so scho- 
nend zu isolieren, da& sie noch zu einer Hill-Reaktion befahigt waren 
(McClendon 1954). In jiingster Zeit hat Weibull (1955) bei Unter- 


Pissmolysegrad 


10 


Polydthylenozyd (043 mol) 


Glukase (060 mol) 


Abb. 1. Relatives Protoplastenvolumen (,Plasmolysegrad*) in Wur- 
zelzellen von Lemna minor in Abhangigkeit von der Zeit bei Plasmolyse in Poly- 
athylenoxyd und Glucose. Plasmolysebeginn durch Pfeil gekennzeichnet. 


suchungen iiber die Pellicula von Bac. megaterium bereits Polyathylengly- 
kol (= Polyathylenoxyd) als wasserentziehendes Agens verwendet. 

Das Priparat .,Lutrol* ist in konzentriertem Zustand eine glasige, vis- 
kose Fliissigkeit mit einem Molekulargewicht von ungefahr 400, Es laRt 
sich beliebig mit Wasser verdiinnen und wirkt in hypertonischer Dosierung 
auf Pflanzenzellen (Lemna minor, Rhoeo discolor, Helodea densa u. a.) 
plasmolysierend. Die Erfahrungen, die wir bei der Untersuchung der 
Kignung von Lutrol als Plasmolytikum gemacht haben, seien im folgenden 
kurz zusammengefaft. 

1. Haltbarkeit: Eine einmal angesetzte Polyathylenoxydlésung 
ist tiber mehrere Wochen hindurch halibar und muf nicht (wie Zucker- 
lésungen) vor jedem Experiment neu angesetzt werden. Die Resistenz be- 
steht anscheinend gleichermaften gegeniiber Bakterien und Pilzen. 

2. Physiologische Indifferenz: Ein 5 Wochen in lutrol- 
haltiger (0,02 mol) Nahrlésung angezogener Lemna-Klon zeigt weder im 
Aussehen noch in der Anzahl der Pflanzen irgendeine Abweichung von der 
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Normalkultur. Eine Beeinflussung des W achstums durch die untersuchte 
Substanz erfolgt demnach bei Lemna nicht. 

3. Dosierung: Da ein genaues Molekulargewicht fiir Lutrol nicht 
vorliegt, muff fiir plasmometrische und grenzplasmolyti- 
sche Untersuchungen eine Eichung der Lésung an Hand einer genau 
eingestellten Glucoselésung vorgenommen werden. Die Abweichung vom 
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Abb. 2. Respiratorischer O,-Verbrauch von Lemna-Pflanzen im Dun- 
keln bei Einwirkung hy potonischer Lésungen von Polyadthylenoxyd und 
Glucose (0,2 mol). Zeitpunkt der Zugabe durch Pfeil markiert. Manometrische 
Messungen nach der ..Ein-Gas-Methode* (Gegenwart von KOH). Die Zahlenangaben 
an den Kurven bedeuten die ..mittleren Fehler“ (+ der Mefwerte in mm*/Std. 
(Ermittlung unter Zuhilfenahme graphischer Methoden, vgl. Pirson, Kroll- 
pfeiffer und Schaefer 1953, Abb. 1.) Kontrolle im Anzuchtmedium 
(Knopsche Nahrlésung). 


angegebenen Pauschal-Molekulargewicht (400) betragt nach unseren Er- 
fahrungen nicht mehr als 5%. 

4. Die Permeabilitat der von uns untersuchten Plasmen fiir 
Polyathylenoxyd ist praktisch gleich Null (Abb. 1). 

5. Eine signifikante Veranderung der Atmung durch Lutrol ist an 
Lemna bei hy potonischer Dosierung (0,2 mol) nicht nachzuweisen, 
wahrend in Glucoselésung nach etwa 3 Stunden eine Atmungserhéhung 
einsetzt (Abb. 2) (vgl. auch Pirson und Seidel 1950). Bei Plasmo- 
lyse mit 0,6 mol Lutrollésung tritt ein sofortiger A bfall der Atmung 
unter die Normalwerte ein (Abb. 3). Dieser Effekt muf jedoch als eine all- 
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gemeine Reaktion der Zelle auf den plasmolytischen Eingriff und nicht als 
eine Sonderwirkung des Polyaithylenoxyds aufgefaRt werden, da er auch 
in anderen plasmolysierenden Lésungen (z. B. Glucose. Abb. 3; fiir Rohr- 
zucker, siehe Walter 1929) zu verzeichnen ist. Bemerkenswert erscheint. 
daB die in hypotonischen Lésungen von Glucose stets zu beobachtende 
Atmungserhéhung bei hypertonischer Dosierung (Plasmolyse) ausbleibt. 

6. Plasmolysezeit: Bei Plasmolyse mit Lutrollésung findet man 
stets. auch bei Variieren der Temperatur. deutlichh héhere Plas- 
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Kontrolle 
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Meftntervalie (Std) 
Abb. 3. Respiratorischer O,-Verbrauch von Lemna-Pflanzen im Dun- 
keln bei Plasmolyse in 0,6mol Lésungen von Polyathylenoxyd und Glucose. 


Plasmolysebeginn durch Pfeil markiert. Kontrolle unplasmolysiert. Sonst wie 
Abb. 2. 


molysezeiten als bei Versuchen mit isosmotischer Glucoselésung 
(Abb. 4). Die Erhéhung der PZ beruht hier nicht auf einer Erhéhung der 
Plasmaviskositat durch Lutrol (Nachweis mit der Zentrifugiermethode). 
Auch liegt keine merkbare Verainderung der anfanglichen Plasmolyseform 
durch Wandhaftungsunterschiede vor. Man kann vielmehr annehmen, daB 
die Verlangsamung des Abrundungsvorganges auf einer erniedrigten 
Grenzflaichenspannung Plasmalemma— Plasmolytikum beruht 
(vgl. Schaefer 1955). Nach eigenen Messungen betragt die absolute 
Oberflachenspannung gegen Luft bei 0,6mol Lutrollésung 56,49 dyn/cm, 
bei 0,6 mol Glucoselésung 70,33 dyn/cm, bei aqua dest. 72.83 dyn/cm. 
Die relativ niedrige Oberflachenspannung des Lutrols zeigt sich schon 
rein visuell beim Schiitteln einer Lésung an einer starkeren Schaumbildung. 
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Da die Grenzflichenspannung zweier nicht mischbarer Medien etwa gleich 
der Differenz der einzelnen Oberflachenspannungen gegen Luft ist, kann 
man aus der niedrigeren Spannung zwischen Plasmalemma und Lutrol- 
lésung (s. 0.) folgern, da die absolute Oberflachenspannung 
(o gegen Luft) des Protoplasten bei Lemna in der Nahe des Lutrol- 
wertes oder noch darunier liegt. Ein derartig niedriger Wert kann durch 
den Lipoidreichtum der Plasmagrenzzone hervorgerufen, aber auch von 
speziellen Struktureigenschaften der Grenzschicht mitbestimmt sein. 


P2\ (min) 


tr 


Polydthylenozyd 


1 1 


Abb. 4. Plasmolysezeit und -form in isotonischen Lésungen von Poly- 

aithylenoxyd und Glucose (0,5 mol) bei verschiedenen Temperaturen. Die ein- 

gezeichneten Plasmolyseformen sind 5 Minuten nach Einlegen in das Plasmolytikum 

jeweils bei 75% der Zellen zu beobachten; der Rest weicht mehr oder weniger von 
dieser Norm ab. 


Die Verlingerung der PZ durch Plasmolyse mit Lutrol kann bei Ob- 
jekten mit niedriger Plasmaviskositait und schneller Abrundung (z. B. 
Wasserpflanzen) zwecks Differenzierung kleiner Unterschiede von prak- 
tischer Bedeutung werden. 

Die angefiihrten Tatsachen lassen insgesamt Polyathylenoxyd (,,Lutrol*) 
als ein besonders geeignetes Plasmolytikum fiir Pflanzenzellen erscheinen. 
Die Bedeutung dieser Substanz fiir zellphysiologische Untersuchungen be- 
schriinkt sich zudem nicht nur auf plasmolytische Messungen, son- 
dern gilt in gleicher Weise auch fiir osmotische Prozesse bei h y p ot o ni- 
schem Aufenmedium (vgl. Schaefer 1956). Der Nachteil, daf fiir 
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Lutrol kein genaues Molekulargewicht angegeben werden kann, lift sich 
experimentell durch Eichung beheben und wird vor allem durch den Vor- 
teil der stoffwechselphysiologischen Indifferenz wettgemacht. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei fiir apparative Unter- 
stiitzung gedankt. 
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Uber einen eigenartigen Kérper aus dem Trub 
von Bohnenauszugwasser 


Von 


Peter Werckmeister 
Aus dem Institut fiir Botanik, Girungsphysiologie und Hefereinzucht der Lehr- 


und Forschungsanstalt fiir Wein-, Obst- und Gartenbau in Geisenheim am Rhein 
(Vorstand: Prof. Dr. H. Schander]) 


Mit 13 Textabbildungen 


(Eingegangen am 6. August 1956) 


In bakteriologischen Niahrlésungen, die mit Bohnenauszugwasser be- 
reitet werden, findet sich in dem nach einiger Zeit anfallenden Trub ein sehr 
eigenartiger Kérper, der meines Wissens noch nicht beschrieben wurde. Er 
bietet dem Auge sehr verschiedene Bilder dar, einerseits je nach seiner Lage 
zur optischen Achse des Mikroskops, andererseits aber auch derart, dak 
Figuren von zwei wesentlich verschiedenen GréRenklassen zu beobachten 
sind, die auch der Gestalt nach recht unahnlich zu sein scheinen, so daf die 
Zuordnung zu dem gleichen Kérper erst spat erkannt wurde. Es kommt 
hinzu, da® die kleineren der Figuren etwas an Involutionsformen von 
Bakterien erinnern. Die Notwendigkeit, in bestimmten Fallen die Frage 
der Reinheit von Kulturen zu klaren, gab Veranlassung, die Figuren ein- 
gehender zu studieren. Da diese bei einer Temperatur von 80°C zerstért 
werden und sich nach einiger Zeit zuriickbilden, konnte durch entsprechende 
Beobachtungsfolgen mit Sicherheit ausgeschlossen werden, daft es sich um 
ein biologisches Objekt handelt. Jedoch gelang es, die morphologische 
Deutung der Figuren zu finden und diese einem einheitlichen K6rper zu- 
zuordnen. Die morphologische Eigenart diirfte eine Mitteilung des Ge- 
fundenen rechtfertigen, doch kann die Frage der stofflichen Natur des K6r- 
pers hier nicht weiter vorangetrieben werden. 

Der Bohnenauszug nach Vuékovié wird hergestellt, indem man 200g 
weife Bohnen in einem Liter Aqua dest. eine Nacht quellen la@t, dann eine 
Stunde auf kleiner Flamme kocht, wobei die Bohnen méglichst nicht platzen 
sollen. Der Auszug wird dekantiert, mit Nahrsalzen versetzt, auf einen 
Liter aufgefiillt, eine Stunde im Dampftopf erhitzt, mit Eiweif geschént 
und filtriert. In Nahrlésungen mit anderen Pflanzenausziigen wurden die 
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Figuren nicht beobachtet, so da sie einem in weifen Bohnen enthaltenen 
Stoff zugeschrieben werden miissen. 

Sie erscheinen in den frischen Nahrlésungen schon einige Tage nach der 
Sterilisation. Ihr Aussehen zeigt das Mikrophoto Abb. 1. Diese Figuren 
gehéren zuniachst der kleineren GréRenklasse an. Sie sehen, zumal bei 
wenig abgeblendetem Mikroskop, wie in der Mitte undeutlich und unscharf 
angeschwollene, gekriimmte Stabchen oder wie gekriimmte Doppelstabchen 
aus. Jedoch ist dies nur ihre scheinbare Gestalt. In Wirklichkeit handelt 
es sich um einen ellipsoidischen Koérper (und zwar stets den gleichen), der 
vollig von Substanz erfiillt ist. Es liegt an der besonderen Eigenart seiner 


Abb. 1. Bilder des Kérpers in der ersten (kleineren) GréSenklasse. Farbung mit 
Janusgriin B, Imm. 1/12. 


Lichtbrechungsverhialtnisse. da das Auge in den verschiedenen anderen 
Figuren auch einen anderen Kérper zu sehen vermeint. 

Die Frage nach der Gestalt des Kérpers und der Zuordnung der ver- 
schiedenen Bilder ergab die Notwendigkeit. dasselbe Individuum zu drehen 
und von verschiedenen Seiten zu betrachten. Dies gelang durch Zusatz einer 
zweiten fliissigen Phase mit stark oberflachenaktiver Wirkung, vorzugsweise 
Alkohol, Xylol und Anisol. Hierdurch wurde es méglich, einzelne Objekte 
aus dem einbettenden Trub herauszulésen und in strémender und rotieren- 
der Bewegung zu beobachien. 

Dabei zeigte zunichst das AnstoRen an Hindernissen, der Kérper 
sehr viel gréBer ist, als er dem Auge erscheint. Auf der Phasenkontrast- 
aufnahme, Abb. 4, ist die vermutliche Abgrenzung des K6rpers als heller 
Hof in einigem Abstand von den schwarz erscheinenden Figuren zu erken- 
nen. Weiterhin konnten alle verschiedenen Bilder, die sich in einem Pri- 
parat finden, simtlich an ein und demselben Objekt beobachtet werden. 
Die Verschiedenheit der Bilder resultiert also nur aus der jeweiligen Lage 
des Objektes zur optischen Achse des Mikroskops, so da allen Bildern nur 
ein einziges Objekt zugrunde liegt. In dieser Hinsicht verhalten sich die 
Figuren der beiden beobachteten GréRenklassen gleich. 
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Die beiden GréRenklassen sind stets in verschiedenen Kulturen und 
nicht nebencinander zu beobachten. Den entstehenden Bildern innerhalb 


jeder der beiden Klassen 
liegt jedoch jeweils ein glei- 
ches Objekt zugrunde und 
das Rotieren der Objekte 
zeigt, der Kérper nicht 
aus einzelnen Stabchen oder 
Segmenten besteht, wie man 
sie nach der jeweiligen 
Scharfeinstellung zu sehen 
vermeint, sondern einen in 
sich geschlossenen Ring dar- 
stellt. Dieser Ring wurde 
wegen der  Lichtbrechungs- 
verhiltnisse am  ruhenden 
Objekt nicht erkannt. Er ist 
weiterhin nicht eben zu den- 
ken, sondern schraubig ein- 
gedreht. Das  entstehende 
Gebilde ist am anschaulich- 


sten darzustellen, indem man 


Abb. 2. Bilder des Ké6rpers der zweiten 

GréBenklasse, je zwei Figuren in erster und 

zweiter Hauptlage, eine abweichende Bildung 

mit drei groBen und zwei kleinen Schlaufen. 

Tiefeinstellung (Dunkel in hellem Hof), un- 
gefarbt, Imm. 1/12. 


einen geschlossenen Ring sich in einem Rotationsellipsoid iiber die gréRte 
Ellipse hinaus ausdehnen laBt, so daf® er sich schraubig eindrehen muf. 
Auch die an dem Plastilinmodell eines solchen Schraubenringes entstehen- 


Abb. 3. Bilder des 


Imm. 1/12. 


der zweiten 
Groéenklasse, Hocheinstellung, etwas unscharf 
(Hell in dunklem Hof). In der Diagonale des 
Bildes drei abweichende Bildungen. Ungefarbt, 


K6rpers 


den Bilder (Abb. 8, 9, 10) sind 
je nach seiner Lage so ver- 
schieden, man sie nicht 
ohne weiteres demselben 
K6rper zuordnen  wiirde. 
Diese Bilder, die durch 
Drehen des Plastilinmodells 
entstehen, decken sich in 
schéner Weise mit den mikro- 
skopischen Bildern. Der 
Schraubenring ist bei dem 
beobachteten Objekt so weit 
eingedreht, die Windung 
der Schlaufen an den Schei- 
teln in einer Ebene liegt, die 
auf der Ebene der Schlaufen 
am Aquator senkrecht steht. 
Das abgebildete Plastilin- 
modell gibt die Verhaltnisse 


an den beobachteten Objekten formal wieder. ist jedoch nicht mafstab- 


getreu. 


Das Plastilinmodell ergab weiterhin, da zwei spiegelbildlich von- 
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einander verschiedene Gebilde der gleichen Art denkbar sind, die sich nur 
in ihrem Drehsinn unterscheiden (Abb. 8 bis 10). Der Drehsinn dieses 
Schraubenringes konnite nun sowohl an rotierenden als auch an gefarbten 
Objekten erkannt werden. Es gelang, mit Methylviolett und Janusgriin B 
die Objekte schwach, teilweise dichroitisch gegen den einbettenden Trub 
anzufarben. Dadurch konnte mit Sicherheit die Richtung jedes einzelnen 
Stiickes bei Hoch- bzw. Tiefeinstellung festgelegt werden. Der Vergleich 
mit den bereitliegenden Plastilinmodellen ergab den Drehsinn. 

Es konnte jedoch nur ein einziger Drehsinn gefunden werden. Ein 
spiegelbildlich symmetrisches Gegenstiick kommt also anscheinend nicht 
vor. Betrachtet man die gefarbten Objekte im Mikroskop nur bei Hochein- 


Abb. 4. Phasenkontrastaufnahme der zweiten GréBenklasse. Phako 90. Aufnahme 
Dr. H. Reumuth. (Der hier deutlich scharf umrandete Hof um den K@6rper gibt 
vermutlich seine wahre Gréfe wieder.) 


stellung. so laufen die beiden scharf eingestellten Segmente vom oberen 
Scheitel des Bildes schrig zur Mitte rechts und von der Mitte links zum 
unteren Scheitel. Da das Mikroskop die Bilder umkehrt, sind die Objekte 
also zu vergleichen mit dem Plastilinmodell. bei dem die dem Auge zu- 
gekehrten Segmente von oben zur Mitte links bzw. von der Mitte rechts nach 
unten verlaufen. Dieses Modell entsteht. indem man in der gedachten Weise 
den Ring nach links eindreht. Betrachtet man fiir die einzelnen Windun- 
gen den Verlauf nach Art einer Schraube vom Scheitel her, so sind diese im 
Sinne des Uhrzeigers, also rechts gewunden. 

Durch leichies Driicken auf das Deckglas gelang es, das Gebilde nur 
so weit zu zerstéren, daf die urspriingliche scheinbare Gestalt noch an- 
deutungsweise zu erkennen war. Die starke Lichtbrechung des Kérpers ist 
dann aufgehoben und es erscheint eine faserahnliche Struktur (Abb. 3). 
die stellenweise noch die Richtung des Verlaufes der einzelnen Fasern er- 
kennen laBt. Die Enden der einzelnen Fasern sind bisweilen bei dem 
groReren der beiden Gebilde auch in unzerstértem Zustand zu erkennen und 
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geben diesem ein eigentiimlich stacheliges Aussehen. Die Bilder der zer- 
driickten Objekte lassen vermuten, daft die einzelnen Fasern seilartig um- 
einander gewunden sind. Es besteht die Méglichkeit, daB diese um den be- 
obachteten Schraubenring als Achse gewunden sind, so daf dieser nicht 
nur Folge einer eigentiimlichen Lichtbrechung wire, sondern eine reale 
Bedeutung hatte. Es scheint sich danach um einen kristallinischen K6rper 
zu handeln, bei dem die einzelnen Kristallnadeln nicht wie bei den be- 
kannten Sphaerokristallen von einem einzigen Kristallisationskern aus- 
gehen, sondern eben um den beschriebenen Schraubenring als Achse ge- 
dreht sind. In welcher Weise auf 
diese Art gedrehte Fasern ein 
Rotationsellipsoid voll  erfiillen 
kénnten, konnte am Modell nicht 
geklart werden. 

Da man in den Figuren der 
kleineren Gréenordnung nun eine 
reale Gestalt in der Art des Pla- 
stilinmodells zu sehen vermeint, so 
ist dies auch die anschaulichste 
Darstellung der kleineren Figuren. 
Sie erscheinen in den verschiede- 
nen Bildern in drei Haupt- 
lagen, die sich wiederum am “is 
besten nach dem Plastilinmodell 
verstehen lassen. Die ersten beiden Abb. 5. Der Ké6rper, durch _leichten 
Hauptlagen sind am haufigsten zu Druck auf das Deckglas zerstért. zeigt 
beobachten. Sie entstehen aus- die Faserstruktur. 
einander, wenn man das Objekt 
um einen Winkel von 90° um die grofe Achse dreht. In der ersten 
Hauptlage liegen zwei Segmente dem Auge zu-, zwei diesem 
abgekehrt. In  Parallelprojektion entsteht hierbei am Modell eine 
Art Kreuzform (Abb. 8 und 11). Jedoch ist haufig am Objekt nur ein Seg- 
ment scharf einzustellen, so da diese Kreuzform nicht immer klar erkenn- 
bar ist. Sie ist spater vor allem fiir die Bilder der gréReren Klasse von 
Interesse. Um 90° gedreht, ergibt das Modell als zweite Hauptlage 
eine Figur, die in Parallelprojektion etwa eine Acht ergibt (Abb. 9 und 12). 
Im Mikroskop gibt die kleinere der beiden Gréfenklassen meist nur einen 
Teil dieser Acht wieder, weil die groRe Achse des Ellipsoids haufig gegen 
die Bildebene ein wenig geneigt ist. Durch Anderung der Scharfeinstellung 
kann man jedoch fast den ganzen Verlauf dieser Figur verfolgen. In gerin- 
gerer Haufigkeit ist ein Bild zu beobachten, das als dritte Hauptlage 
bezeichnet werden soll. Es entsteht am Modell, indem man den Schrauben- 
ring um einen Winkel von 45° gegen zwei Achsen dreht (Abb. 10 und 13). 
In Parallelprojektion entsteht dann ein Bild, bei dem eine zentral gelegene 
Stelle des Objektes von keinem der Segmente verdeckt wird. Dieses sehr 
auffallige Bild hat nun ein entsprechendes Gegenstiick bei der mikroskopi- 
schen Beobachtung, das iiberhaupt erst mittels des Plastilinmodells verstan- 
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Abb. 6. K6rper der zweiten 

GriéBenklasse in der ersten 

Hauptlage, Farbung mit 

Janusgriin. Der Schraubenring 

ist andeutungsweise erkenn- 

bar. desgleichen die Faser- 
struktur. 
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Abb. 7. Desgleichen 
in der zweiten Haupt- 
lage. 
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Abb. 10. 


Plastilinmodelle in zwei spiegelbildlichh sym- 
metrischen Ausfiihrungen jeweils in der ersten, 
zweiten und dritten Hauptlage. 
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den wurde. Das Auffalligste am mikroskopischen Bild der kleineren Ob- 
jekte in dieser Lage ist die scharfe Kontur der inneren Kante der Segmente 
an der zentralen unverdeckten Stelle. Hier erscheint stets ein scharfer 
Schatten, der dem Objekt ein eigentiimliches 
Aussehen verleiht. 
Das Aussehen der zweiten GréRenklasse ist 
von den vorher beschriebenen Bildern sehr 
verschieden. Sie haben gemeinsam, daf die 
einzelnen Bilder ineinander iibergefiihrt wer- 
den kénnen, wenn das Objekt rotiert. Die 
erste und zweite Haupilage ergibt Bilder, die 
in der Phasenkontrastaufnahme, die ich Herrn 
Dr. Reumuth verdanke, besonders anschau- 
lich sind. Auf diesen Bildern ist gewéhnlich 
von dem bei den kleineren Figuren beobachte- 
ten Schraubenring nichts zu erkennen, so da® 
es nicht ohne weiteres gelang. diese so ver- 
schiedenen Bilder dem gleichen Objekt einzu- 
ordnen. 


In der ersten Hauptlage zeigt dieses 


\ 


Abb. 12. Abb. 13. 


Abb. 11 bis 13. Schematische Darstellungen zur Veranschaulichung der Entstehung 
der mikroskopischen Bilder in den drei Hauptlagen des Schraubenringes. 


Objekt meist vier dunkle oder bei unscharfer Einstellung vier leuchtende 
Flecken in kreuzférmiger Anordnung. Das Plastilinmodell (Abb. 8) sowie 
die Zeichnung (Abb. 11) la&t die Entstehung dieses Bildes verstehen. Wo 
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jeweils zwei Segmente des Schraubenringes in der Blickrichtung einander 
iiberdecken, entstehen diese haufig dreieckig wirkenden Flecken dieses Bil- 
des als Orte starkster Lichtsammlung oder Ausléschung, je nach der Scharf- 
einstellung des Mikroskops. Wird das Objekt um 90° in die zweite 
Hauptlage gedreht, so erscheint ein elliptischer grauer Fleck mit einem 
hellen Hof und einem sehr dunklen kreisférmigen Fleck in der Mitte. Bei 
unscharfer Einstellung sind auch hier die Helligkeitswerte in gleicher 
Weise veritauscht. Vergleicht man dieses Modell in der entsprechenden 
Lage. so entspricht auch hier der dunkle Fleck in der Mitte demjenigen 
Punkt, bei dem sich in der Blickrichtung zwei Segmente des Schrauben- 
ringes iiberdecken (Abb. 12). In der dritten Hauptlage ist auch 
hier wieder die zentrale Stelle, die von keinem Stiick des Schraubenringes 
verdeckt wird, der Ort stiarkster Helligkeitskontraste, so da hier das 
Bild eines K6rpers mit einer starken seitlichen Einbuchtung entsteht. 

Bei allen Bildern dieser GréBenklasse laBt sich kaum noch etwas von 
der Form des Schraubenringes erkennen. Jedoch wird diese nach der Fiir- 
bung mit Janusgriin B oder Methylviolett wieder undeutlich erkennbar 
(Abb. 6 und 7). Das Aufere erscheint hier haufig bestachelt, indem die 
Enden von ..Kristallfasern* erkennbar werden. Besonders kleine, sich hier 
anlagernde Trubieilchen verleihen dann dem Objekt ein bizarres Aus- 
sehen. Doch sind die gegeniiberliegenden Enden niemals gleichzeitig scharf 
zu erkennen, so daf eine Abgrenzung des K6érpers nach diesen Faserenden 
nicht zuverlassig gegeben werden kann. 

Die auRere Abgrenzung des Kérpers war. wie noch einmal betont sei, 
niemals scharf zu erkennen und deshalb auch nicht auszumessen, so dak 
im folgenden also nur die GréRe der scheinbaren Bilder angegeben werden 
kann. Die GréRenordnung der kleineren Figuren ergibt (ausgemessen mit 
einem TrommelmeBokular von E. Leitz. Wetzlar, Immersion 1/12) eine 
durchschnitiliche Liingenabmessung von 4,5 X 25 u. Fiir die Bilder der 
groBeren Figuren ergab sich eine durchschnittliche Abmessung von 
8,5 X 5.0 u. Hierbei ist also auffallend, daf sich die Langenabmessungen 
der beiden GréRenklassen ungefahr wie 2:1 verhalten. Betrachtet man 
weiterhin das Bild der gréReren Figur in der zweiten Hauptlage, bei der 
also ein dunkler Fleck in einem hellen Hof innerhalb einer grauen Ellipse 
gesehen wird, so ist der Durchmesser des dunklen Mittelflecks ungefahr ein 
Drittel der gréRten Breite und ein Fiinftel der gréBten Lange des schein- 
baren Bildes. Eine Ausmessung des Verhiltnisses von Langs- und Quer- 
durchmesser bei einer gréReren Anzahl von Objekten ergab einen Durch- 
schnitt von 1.72: 1. 

Ist der Kérper durch einen KristallisationsprozeB entstanden zu denken, 
so ist das Auftreten zweier so verschiedener GréBenklassen schwer zu ver- 
stehen. Es besteht jedoch die Méglichkeit, daB diese beiden Klassen schein- 
barer Bilder nur auf Lichtbrechungsunterschieden gegen das umgebende 
Medium beruhen. Die gréRere der beiden Figuren ist fast stets nur in 
.alteren Kulturen“ zu beobachten. Dies lieBe nicht nur die Deutung zu, 
daB der Kérper im Laufe der Zeit entsprechend gewachsen ist. Die ver- 
schiedene GréBe kann durch andere Lichtbrechungsunterschiede gegen die 
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inzwischen durch Verdunstung konzentrierter gewordene Lésung vorge- 
tiuscht werden, oder diese kénnen durch eine Art Entquellung oder eine 
andere Veranderung des Objektes selbst entstanden sein. In jedem Falle 
ist das Bestehen dieser beiden so verschieden groRen Bilder nebeneinander 
sehr auffallig. 

Die Faserstruktur (Abb. 5), die durch Zerdriicken des Objektes erkannt 
wurde, legt die Méglichkeit nahe, daf® der Kérper ahnlich einem Sphaero- 
kristall aus Kristallnadeln besteht. In diesem Falle wiirden die Kristall- 
nadeln oder Fasern nicht wie bei den bekannten Sphaerokristallen von 
einem zentralen Punkt ausgehen, sondern dem beschriebenen Schrauben- 
ring kénnte eine reale Bedeutung zukommen, indem die Fasern um diesen 
als Achse verseilt zu denken sind. Dabei ware es denkbar, da diese Fasern 
sich in einem praformierten Gebilde, etwa einer Koazervatblase ausbilden, 
so daft die beschriebene Modellentstehung, also durch Drehung eines Ringes 
in einem Rotationsellipsoid iiber die gréRte Ellipse hinaus, auch einen 
realen Sinn fiir die Entstehungsgeschichte des Kérpers bekommt. 

Die Beantwortung der Frage nach der stofflichen Natur des Kérpers 
wird zuniachst dadurch erschwert, da dieser stets in die Grundmasse des 
Trubes eingebettet ist, aus der er nicht mechanisch isoliert werden kann, 
und da das einzige Mittel zu seiner Identifizierung vorlaufig seine Gestalt 
ist, die sich, etwa nach Zerstérung durch héhere Temperatur als 80° C, erst 
in einiger Zeit zuriickbildet. Der Kérper erwies sich als unléslich in ver- 
diinnter Essigsiure und Eisessig sowie verdiinnter und 23% iger H,SO,. Er 
léste sich in Natronlauge von einer Konzentration zwischen n/10 und n/t 
an. In organischen Lésungsmitteln war er wegen der Lichtbrechung nicht 
sicher zu identifizieren, so da® die Priifung auf dem Objekttrager durch 
Uberschichten, Eindunsten und Wiederbenetzung vorgenommen werden 
muBte. So wurde ermittelt, daB er in Alkohol, Ather, Xylol und Benzol 
unléslich ist. Verdauungsversuche mit Pepsin in salzsaurer Lésung wie mit 
Diastase im Brutschrank bei 40°C gegen Albumin- bzw. Starkekontrolle 
verliefen negativ. Farbungsversuche mit Jod. Osmiumtetroxyd. Sudan III 
waren ergebnislos. lm Dunkelfeld iiber dem Kardioidkondensor erscheinen 
die Kérper optisch leer, von kleinen. sehr stark aufleuchtenden Trubiteil- 
chen umgeben. Eine optische Anisotropie konnte mit einem Polarisations- 
filter nicht erkannt werden. Allerdings wurde kein monochromatisches 
Licht benutzt. Lediglich die Anfarbung mit Janusgriin B und Methylviolett 
gelang. Diese Anfarbung allein war es. die die Aufklarung der Struktur, 


vor allem des Windungssinnes, erméglichte. 


In einigen sehr seltenen Fallen wurden einige abweichende Formen be- 
obachtet. Einige von diesen sind auf den Abb. 2 und 3 zu erkennen. Sie 
sind jedoch nur sicher anzusprechen, wenn sie véllig vereinzelt liegen, da 
beim Aneinanderliegen zweier Kérper die genaue Gestalt nicht mehr zu 
erschlieBen ist. Ein Drehsinn konnte bei diesen Abweichungen nicht er- 
mittelt werden. 

Wenn man von dem normalen Modell in der ersten Hauptlage ausgeht. 
so mag man diesen K6érper etwas grob als aus zwei kurzen und zwei langen 
Windungen bestehend beschreiben. Nach diesem Vorgang lassen sich fol- 
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gende Abweichungen angeben, die im Laufe der Zeit beobachtet wurden: 
Eine asymmetrische Form mit drei langen und zwei kurzen Windungen: 
eine symmetrische mit vier langen und zwei kurzen Windungen: eine sym- 
metrische Form mit vier langen ohne kurze Windungen: radiar-symmetri- 
sche Formen mit drei langen und drei kurzen Windungen, mit vier langen 
und vier kurzen und eine mit sechs langen ohne kurze Windungen. 

In der Natur sind haufig aufer Sphaerokristallen .hantelférmige Kri- 
stalle* und andere Gebilde beschrieben worden. Nach den bei diesem Ob- 
jekt aufgefundenen Verhiltnissen erhebt sich die Frage, ob nicht gelegeni- 
lich auch bei anderen Gebilden dieser Art durch die optischen Verhialinisse 
zunachst nur einfache Formen vorgetauscht werden, denen in Wirklichkeit 
ein wesentlich komplizierterer Aufbau und eine von dem Bekannten ab- 
weichende Entstehungsgeschichte zukommt. 


Zusammenfassung 


Es wird ein Kérper beschrieben, der in Nahrlésungen mit Bohnenauszug- 
wasser in dem nach einiger Zeit anfallenden Trub zu beobachten ist. Er 
zeigt je nach seiner Lage zur Achse des Mikroskops sehr verschiedene Bil- 
der in zwei verschiedenen GréBenklassen, die an Hand eines Plastilin- 
modells demselben Kérper zugeordnet werden kénnen. 

Da die Bilder der kleineren GréRenklasse eine gewisse Bakterienihn- 
lichkeit aufweisen, ergab sich die Notwendigkeit. zu untersuchen, ob das 
Gebilde in Abhangigkeit von der Gegenwart eines Organismus entsteht. 
Diese Méglichkeit konnte ausgeschlossen werden. 

Der Korper kann als aus faserartigen Strukturen zusammengesetzt an- 
genommen werden, die den Raum eines Rotationsellipsoids voll erfiillen 
und méglicherweise Kristallfasern darstellen. Diese sind vermutlich um 
einen Schraubenring als Achse verseilt zu denken, welchen man in 
der ersten, kleineren GréBenklasse kérperlich zu sehen vermeint. wahrend 
er in der zweiten nur undeutlich nach Farbung mit Janusgriin B zu erken- 
nen ist. 

Die morphologischen Verhialtnisse, vor allem Form und Windungssinn 
des Schraubenringes und das Zustandekommen der verschiedenen Bilder 
werden an Hand von Plastilinmodellen und schematischen Zeichnungen 
gedeutet. 

Es werden Daten zur GréRenabmessung der scheinbaren Bilder des 
K6rpers und zur Frage nach seiner stofflichen Natur gegeben. 

Die morphologische Eigenart des Kérpers scheint eine Entstehung als 
Sphaerokristall aus Kristallnadeln, die von einem Keim ausgehen, auszu- 
schlieRen. Sie legt die Méglichkeit der Entstehung in einem priformierten 
Gebilde oder etwa einer Koazervatblase nahe. 

Es werden einige abweichende Bildungen beschrieben. 
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Der elektronenmikroskopische Nachweis von Plasmodesmen 
mit Hilfe der Uranylimpragnierung an Wurzelmeristemen 


Von 


S. Strugger 


Aus dem Botanischen Institut der Westfalischen Wilhelms-Universitat Miinster 
Mit 5 Textabbildungen 


(Eingegangen am 14. August 1956) 


Nachdem Tang! (1879) an den Endospermgeweben von Strydinos, 
Phoenix und Areca die sehr zarten Plasmaverbindungen zwischen den 
Zellen entdeckte. wurden mit Hilfe des Lichtmikroskops und geeigneter 
Quellungs- und Farbungsverfahren zahlreiche Untersuchungen durchge- 
fiihrt mit dem Ziel, das Vorkommen der Plasmodesmen (Strasburger, 
1901) in den Geweben der Thallo- und Kormophyten generell zu bestatigen. 
Wie die Literaturzusammenfassungen von Strasburger (1898). 
A. Meyer (1920), Miihldorf (1937) und Kiister (1951) zeigen, ist 
das Vorkommen der Plasmodesmen in fast allen Geweben sichergestellt 
worden. Selbst in Urmeristemen der Vegetationskegel ist es Kienitz- 
Gerloff (1891), Kuhla (1900) und Hill (1901) gelungen, die Plas- 
modesmen zu beobachten, obzwar man den Eindruck gewinnt, daf- die 
lichtmikroskopischen Befunde an Urmeristemzellen recht unsicher sind. 


Die plasmatische Natur der Plasmodesmen ist bisher noch nicht sicher 
erwiesen, da lediglich die Farbbarkeit an solchen, meist mit Schwefelsaiure 
vorgequollenen Praparaten ein recht unsicheres Indizium fiir die plasma- 
tische Natur ist. Jungers (1930) bezweifelt daher die plasmatische Natur 
dieser Bildungen und behauptet. sie stellten besonders farbbare Membran- 
strukturelemente dar. M iih|dorf (1937) setzte sich wieder energisch fiir 
die Plasmabriickennatur der Plasmodesmen ein, doch gehen auch seine 
miihevollen Untersuchungen nicht iiber einen Wahrscheinlichkeitsbeweis 
hinaus. Ein so guter Kenner der Materie wie Kiister (1951) kommt zu 
folgender Formulierung des Problems: ,.Nach den Zweifeln, die die neue 
Forschung gebracht hat, darf es nicht mehr fiir unbestritten gelten, daB 
die morphologischen Elemente vielzelliger Gewiachse durch lebendige und 
funktionstiichtige Plasmafaiden derart verbunden sind, daB sie zu einem 
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zusammenhiangenden plasmatischen Ganzen werden, zu einem ,Selbling’. 
wie A. Meyer (1896) es ausdriickt, und da das Individuum zu einer 
zusammenhiangenden Plasmamasse wird.“ 


Auf Grund dieser Situation erschien es notwendig, dieses alte und doch 
so wichtige Problem der Plasmabriicken mit den neuen methodischen Hilfs- 
mitteln der Ultradiinnschnittechnik und der Elektronenmikroskopie zu be- 
arbeiten. Mit Hilfe der von Strug ger (1956) ausgearbeiteten .elektronen- 
optischen Uranylfarbung“ plasmatischer Strukturelemente waren neue 
Moglichkeiten zur Aufklarung der Natur der Plasmodesmen gegeben. 


Schon die recht unsicheren Angaben der alteren Autoren iiber die Plas- 
modesmen in meristematischen Geweben muften nachgepriift werden, 
weil es zu erwarten war, da in den Meristemen die Plasmodesmen sub- 
lichtmikroskopisch dimensioniert sind. Wegen der guten Fixierbarkeit 
wihlte ich als Objekt fiir die vorliegenden Untersuchungen das Meristem- 
gewebe der Wurzelspitze von Allium cepa. Die elektronenmikroskopi- 
sche Untersuchung der Plasmodesmen lat den Nachweis auch ohne nach- 
tragliche Verquellung der Membranen und des Plasmas zu, so daf die 
Dimensionen reell erfaBt werden kénnen. 


Huber und Kolbe (1948) haben im Phloem von Betula an reinen 
Membranpriparaten die Existenz sublichtmikroskopischer Membranporen 
in der Aufsicht elektronenmikroskopisch beobachten kénnen. An Ultra- 
diinnschnitien der Pflanzenzellen liegen aber elektronenmikroskopische 
Untersuchungen iiber die Natur der Plasmodesmen noch nicht vor. 


Die methodische Grundlage fiir die Bearbeitung des Plasmodesmen- 
problems mit Hilfe der Elektronenmikroskopie bildet die Uranylmethode. 
welche ich (1956) fiir die elektronenmikroskopische Erforschung der sub- 
lichtmikroskopischen Struktur des Cytoplasmas und des Zellkerns in einer 
vorlaiufigen Mitteilung publiziert habe. Die bisher gehandhabte Kontrastie- 
rung mit dem in der Elektronenmikroskopie iiblichen Fixiermittel Osmium- 
saure reichte zur klaren elektronenmikroskopischen Abbildung der sub- 
lichtmikroskopischen Bauelemente des Protoplasmas und zur Darstellung 
der Plasmodesmen nicht aus. Von der Uberlegung ausgehend, da die Uran- 
atome die starkste Elektronenstreuung verursachen, habe ich die in Osmium- 
sdure fixierten Wurzelspitzen nach der Wasserung als Ganzstiicke mit einer 
wasserigen 2% igen Uranylacetatlésung 2 Stunden lang impriagniert. Dabei 
werden die Uranylkationen an den negativ geladenen Proteidmolekiilen 
des Protoplasmas elektrostatisch adsorbiert. Nach der Auswaschung des 
nichtadsorbierten, iiberschiissigen Uranylacetats wurde eingebettet und 
ultradiinn geschnitten. 


Die an solchen Praparaten gewonnenen elektronenmikroskopischen Bil- 
der lassen die sublichtmikroskopischen Strukturelemente des Cytoplasmas 
und des Zellkerns in einer Schirfe erkennen, wie sie bisher nicht erreicht 
wurde. Auch die zwischen den Meristemzellen durch die Membranen ver- 
laufenden Plasmodesmen sind durch die Uranylkontrastierung sehr gut 


abgebildet (vgl. Abb. 1—3). 
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Der elektronenmikroskopische Nachweis von Plasmodesmen 


Methodik 


Die jungen Wurzelspitzen von Allium cepa wurden in 1 %iger Osmium- 
siure (gepuffert mit Veronal auf pH 7) 2 Stunden lang im Dunkeln fixiert. 
Hierauf wurde in Leitungswasser 2 Stunden gewassert. Dann erfolgte die 
Uranylimprignation 2 Stunden lang in einer 2%igen wisserigen Lésung 
von UO,(C,H,O,),. 2 Stunden lang wurde in Leitungswasser das iiber- 
schiissige Uranylacetat ausgewaschen. Dann schlof sich die iibliche Ein- 
bettung im Methacrylatgemisch und die Herstellung ultradiinner Schnitte 
mit Hilfe des thermisch arbeitenden 
Ultramikrotoms nach Sjéstrand 
an. Die Schnittdicke lag zwischen 
150 und 300A. Die elektronenmikro- 
skopischen Aufnahmen wurden mit 
dem Elmiskop I (Siemens) herge- 
stellt 1. 


Ergebnisse 


Elektronenmikroskopische Auf- 
nahmen von 286 Ultradiinnschnitten 
durch das Wurzelmeristem lieBen er- 
kennen, die Plasmodesmen im 
Urmeristem eine Realitat darstellen. 
Ihre Haufigkeit ist viel gréBer, als 


man es bisher annahm. Meist treten 

die Plasmodesmen aggregiert auf, 

aber solitaire Plasmodesmen kann ich 

auf Grund des vorliegenden Beob- 

achtungsmaterials nicht ausschlieBen. 

Am klarsten treten die Plasmodes- 

men bei senkrechter Schnittfiihrung Abb. Jj. Allium cepa, Wurzelmeristem. 
3 Zwei getroffene Plasmodesmen, welche 

zur Membranflache hervor  (vgl. 


kontinuierlich die Membran durch- 
Abb. 1—4). Bei schriiger Schnittrich- ziehen, Im oberen Teil des Bildes drei 
tung sind sie dagegen oft unvoll- 


Chondriosomen. Primarvergréferung 
stindig getroffen. Ist die Schnitt-  ggoofach, sekundar vergréRert auf 
richtung noch starker zur Flache der 32.700. 

Membran geneigt. so erscheinen die 

Plasmodesmen im Querschnitt (vgl. Abb. 3). Die Membranen der Meristem- 
zellen sind an den Stellen, welche von Plasmodesmen durchzogen sind. 
meist deutlich diinner. Die Plasmodesmen ziehen als kreisrunde Strange 
durch die Membranporen hindurch und zeigen in allen Fallen eine voll- 
kommene Kontinuitaét. Die Abstande der einzelnen Plasmodesmen beim 
aggregierten Typus betragen im Mittel 160—1800 A (0,016—0,180 u). Thre 
Breite innerhalb der Membran schwankt zwischen 180 und 680 A 
(0,018—0,068 u). Die Breite von 300—400 A wurde am haufigsten gemessen. 


1 Herrn Dr. Reimer sei fiir seine Hilfe herzlichst gedankt. 
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Sie sind also im Lichtmikroskop nicht sichtbar. Infolge der Fixation laBt 
es sich nicht vermeiden, da® das Cytoplasma sich geringfiigig von der 


Abb. 2. Allium cepa. Wurzelmeristem. Ag- 
PrimarvergréBe- 
sekundér vergréfert auf 


gregierte Plasmodesmen. 
rung 8800fach. 
37.500. 


Membran etwas abhebt. Dort, 
wo Plasmodesmen ausgebildet 
sind, bleibt der Zusammenhang 
aber gewahrt. 

Die vielumstrittene plasma- 
tische Natur der Plasmodesmen 
laBt sich an den mit Uranyl- 
kationen kontrastierten Prapa- 
raten eindeutig belegen. Nicht 
nur das strukturell auch im 
Elektronenmikroskop kaum auf- 
losbare Grundcytoplasma durch- 
zieht die Plasmabriicken, son- 
dern. wie die Abbildungen 3 
und 4 zeigen, sind auch die 
sublichtmikroskopisch dimensio- 
nierten, fadenartigen Bau- 
elemente des Cytoplasmas (die 
.Cytonemata*)? in den Plas- 


modesmen nachweisbar. Daraus folgt. daf es sich um eine edchte plas- 
matische Verbindung der einzelnen Protoplasten handeln muB. 


Ist 
demnach 


Urmeristem 

plas- 
matisches Kontinuum er- 
kannt. so ist auch die 
Frage nach der Haufigkeit 
der Plasmodesmen von 
Bedeutung. Auch dariiber 
kann auf Grund des um- 
fangreichen Schnittmate- 
rials eine Aussage gemacht 
werden. Schon die relative 
Haufigkeit der getroffenen 
Plasmodesmen an Mem- 
branquerschnitten ist unter 
der Beriicksichtigung. dab 
Ultradiinnschnitte vorlie- 
gen, ein eindeutiger Beleg 
fiir die grofe Hiaufigkeit 
der sublichtmikroskopi- 
schen Plasmodesmen. Sie 
treten immer nur an den 


Abb. 3. Allium cepa, Wurzelmeristem. Aggre- 

gierte Plasmodesmen. Die submikroskopischen 

fadigen Strukturelemente des Cytoplasmas 

durchziehen die Plasmabriicken, Primiarver- 

gréBerung 8800fach, sekundar vergréBert auf 
37.600. 


gemeinsamen Membranabschnitten zweier Zellen auf. Der Zwickelraum. 
in welchem sich gerade die Interzellularen bilden, ist plasmodesmen- 


2 Die nahere Beschreibung wird erst in einer gesonderten Arbeit publiziert werden. 
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frei. Noch eindrucksvoller sind aber solche Praparate, bei denen eine 

Zellwand so schrig getroffen wurde, dafi die Plasmodesmen im Quer- 

schnitt sichtbar werden  (vegl. 

Abb. 5). Es ist dann méglich, 

die Membranflache auszumessen 

und die Haufigkeit der Plasmo- 

desmen pro zu bestimmen. 

Die Auswertung solcher Stellen 

ergab als Mittelwert 6—7 Plas- 

modesmen pro 1 «?. Eine qua- 

derférmige Meristemzelle mii 

der Seitenwandlinge von 20 « 

besitzt demnach unter Beriick- 

sichtigung der  plasmodesmen- 

freien Zwickel 10.000—20.000 

Plasmodesmen. Im Vergleich zu 

den bisher bekannten Werten Abb. 4. Allium cepa, Wurzelmeristem. In 
- den Plasmodesmen sind deutlich die Struk- 

von Kuhta (1900) an Kambi- turelemente des Cytoplasmas idithias Pri- 

marvergréBerung 8800fach, sekundar ver- 

groRert auf 38.000. 


formzellen. nach welchen auf 

100 Zellfliche 10—38  Plas- 

modesmen kommen, ist diese 

Zahl der sublichtmikroskopischen Plasmodesmen auferordentlich hoch. 

und sie zeigt uns, wie stark die plasmatische Kontinuitaét der Zellen 
innerhalb eines Wur- 
zelmeristems realisiert 
ist. 


Zusammenfassung 
der Ergebnisse 


1. Die Existenz von 
Plasmodesmen zwischen 
den Meristemzellen der 
Wurzelspitze von AIl- 
lium cepa ist elektro- 
nenmikroskopisch be- 
wiesen. 

2. Die Plasmodes- 

men haben einen 

Abb. 5. Allium cepa, Wurzelmeristem. Die Mem- Durchmesser von durch- 

bran ist sehr schriig getroffen. so da® die Plas- schnittlichh 300—400 A 

modesmen im Querschnitt sichtbar werden. Primaér- und sind daher im 

vergréRerung 8800fach. sekundar vergréfert auf  Lichtmikroskop nicht 
21.100. beobachtbar. 

3. Die Plasmodes- 
men sind kontinuierliche cytoplasmatische Verbindungen. Nicht nur das 
Grundcytoplasma beteiligt sich an ihrem Aufbau, sondern es sind auch 
die sublichtmikroskopischen fadigen Strukturelemente des Cytoplasmas 
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in ihnen elektronenmikroskopisch nachweisbar. An ihrer plasmatischen 
Natur ist deshalb nicht mehr zu zweifeln. 

4, Eine Meristemzelle besitzt pro 1 u? durchschnittlich 6—7 sublicht- 
mikroskopische Plasmodesmen. Eine Wurzelmeristemzelle von 20 « Seiten- 
lange besitzt demnach durchschnittlich 10.000—20.000 Plasmedesmen. 

3. Die plasmatische Kontinuitaét der Zellen innerhalb des Wurzelmeri- 
stems ist damit nachgewiesen. 
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Eine réntgenographische Untersuchung 
von Laminaria digitata 


Von 


J. Schurz 
Institut fiir physikalische Chemie der Universitat Graz 


Mit 2 Textabbildungen 
(Eingegangen am 8. September 1956) 


Es ist bekannt, daf viele Algen in ihren Zellwanden Zellulose enthalten. 
Bemerkenswerterweise ist diese Zellulose fast immer so eingelagert, daf 
ihre (101)-Netzebenen parallel zur Zellwand angeordnet sind, wie kiirzlich 
gezeigt wurde [1]. Wir zogen daraus den Schluf, daf in der Gitterzelle der 
Zellulose I die starksten Bindungen in der Richtung (101) vorliegen miissen. 
so da die (101)-Netzebenen als eigene Strukturelemente fungieren. Dieser 
Gesichtspunkt wurde iibrigens kiirzlich unabhangig zur Aufstellung einer 
neuen Gitterzelle fiir Zellulose | verwertet |2], die eine leichte Modifikation 
des Meyer-Mark-Mischmodells darstellt |3]. Andererseits sprachen wir die 
Vermutung aus, daf diese ,,Wachstumstextur“ als Zeichen einer Finalitat in 
biologischen Gebilden aufzufassen sei; neue Ergebnisse an Regenerattex- 
turen (Dolmetsch |[4]) zeigen jedoch, da® ahnliche Erscheinungen auch 
an abiogenen Gebilden auftreten, so da wir zur Annahme neigen, diese 
.Finalitat™ sei nichts anderes als ein der Materie eigentiimliches Form- 
prinzip. Auf alle Fille gilt es, zu diesen Fragen weiteres experimentelles 
Material beizubringen. Als uns Herr Prof. H. Thiele, Kiel, freundlicher- 
weise eine Probe von Laminaria digitata (von Holy Head, Irish Sea) iiber- 
lieB, haben wir auch diese Alge unter den genannten Gesichtspunkien 
untersucht. Uber die Ergebnisse soll hier kurz berichtet werden. 

Laminaria digitata bildet bekanntlich zahe, griine ,,Blatter“ und ent- 
halt als Geriistsubstanzen Zellulose I und Algin. Wir haben aus diesen 
Blattern etwa 1cm? grofe Stiicke herausgeschnitten, einen Tag mit 
4% NaOH behandelt, dann mit Wasser griindlich ausgewaschen, mehrfach 
zusammengelegt und vorsichtig unter leichtem Druck getrocknet; nur auf 
diese Weise konnten wir vermeiden, daf die Praparate beim Trocknen in 
unkontrollierter Weise schrumpften. Dadurch, daf& mehrere Schichten iiber- 
einanderlagen, muBten wir zwar eine vermehrte Unschirfe des Rénigen- 
bildes in Kauf nehmen, doch konnten wir nur so eine geniigend stark 
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streuende Probe herstellen. Von den so vorbereiteten Praparaten wurden 
nun réntgenographische Aufnahmen gemacht, und zwar senkrecht (A) und 
parallel (B) zur Oberflaiche der Proben. Die réntgenographischen Daten 
waren: CuKa, 29kV/20 mA, Abstand Film—Probe 38 mm, Belichtungszeit 
etwa 3 Stunden. 


Abb. 1 zeigt die Resultate; A ist die Aufnahme senkrecht, B die parallel 
zur Oberfliche der Probe. Bevor wir auf die Diskussion der Interferenzen 
eingehen, wollen wir rekapitulieren. 
was wir erwarten kénnen. Offenbar 
die Interferenzen der Zellulose I und 

eventuell die der Alginsaure: 


Zellulose I Alginsaure 
A, (101) 6.0 A 4,25 A 

A, (101) 5.4 A 66 A 

A, (002) 3.9 A 


In der Abb. 1 B (parallel Oberflache) 

beobachten wir eine Ausbildung der 

Zelluloseinterferenzen. wie es einer 

.selektiven uniplanaren“ Orientie- 

rung entspricht in der Weise, daf alle 

(101)-Ebenen parallel zur Oberflache 

der Probe (= Zellwand) angeordnet 

sind. die Kristallite in dieser Ebene 

aber unorientiert vorliegen. Dies ist 

genau die Textur. die wir auch bei ver- 

schiedenen anderen Algen beobach- 

ten kénnen |1|: wir finden A, und A, 

als Sicheln am Aquator,. die A,-Sichel 

dagegen am Meridian. Die Abb. 1 A 

(senkrecht Oberflache) ist nicht so 

Abb. 1. Réntgendiagramm von Lami-_ klar. Entsprechend der gefundenen 
naria digitata. A Durchstrahlung Orientierung sollten wir hier A, und 
senkrecht zur Oberfliche. B Durch- A, als Ringe finden, wahrend A, feb- 
strahlung parallel zur Oberfliche. len miiBte, da ja bekanntlich Netz- 
ebenen, die senkrecht zum einfallen- 

den Réntgenstrahl angeordnet sind, nicht streuen. Tatsiachlich aber beobach- 
ten wir drei Ringe, wovon der mitilere sehr scharf ist. wihrend der auBere 
und der innere ziemlich breit erscheinen. Zur Erklarung scheint uns die An- 
nahme geeignet. da wir hier auch noch die Interferenzen der Alginsaure 
auffinden, da diese trotz der NaOH-Behandlung nicht vollstindig entfernt 
wurde, was infolge der dichten biologischen Textur. die ja nicht zerstért 
werden durfte, plausibel erscheint. Dann bestiinde der aiuBerste Ring aus 
der 3,9-A-Interferenz der Zellulose (= A,) und der 4,25-A-Interferenz der 
Alginsaiure, der mittlere, scharfe Ring wiire die 5,4-A-Interferenz der 
Zellulose (A,) und der innerste Ring endlich entsprache der 6.6-A-Inter- 
ferenz der Alginséiure. Mit dieser Annahme wire auch die Verbreiterung 
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des tiuBersten und des innersten Ringes erklart. Ubrigens beobachtet man 
auch in Abb. 1B, daf der mittlere Ring wesentlich schirfer ist als die 
beiden anderen: wenn wir annehmen, daf auch hier die Alginsaéure mit- 
streut, so ergiibe dies den wichtigen auch die Alginsaure in 
der Zellwand in gleicher Weise orientiert ist wie die Zellulose. Doch bedarf 
dieser Punkt noch weiterer Untersuchungen. 


Aufallend ist die besondere Scharfe der A,-Interferenz in Abb. 1 A. 
Wenn dies auch durch die Annahme, da in den beiden anderen Ringen 
die Alginsaéure mitstreut. plausibel wird. so erscheint uns doch der Unter- 


log m (kurve 2) 
log €' (kurve b) 


a) 4% NaOH-Extrakt von 
Fucus vesiculosus 


b) Na-Alginat in 2% NaOH 


2500 J000 F500 4000 4500 
Abb. 2. UV-Absorptionsspektren von: a) 4% NaOQH-Extrakt von Fucus vesiculosus: 
b) Natriumalginat in 2% NaOH. 


schied so betrachtlich. daB er dadurch allein nicht erklart werden kann. 
Wenn alle Interferenzen so scharf waren, so miiften wir die Ringe von 
Alginséure und Zellulose getrennt auffinden. Wir neigen eher dazu, die 
besondere Scharfe des A,-Ringes darauf zuriickzufiihren, die ent- 
sprechenden Abstiainde besonders regelmaBig sind. Dies wiirde nun aber 
nichts anderes heiffen, als daB® die hier herrschenden Bindungen besonders 
stark sind; das sind aber die Bindungen zwischen den Flachen der in den 
(101)-Ebenen liegenden Glukoseringe: also derselbe Befund, zu dem wir 
schon aus anderen Betrachtungen friiher gekommen sind |1]. Wir kénnen 
also feststellen, daB auch die relative Scharfe der Réntgeninterferenzen die 
Annahme stiitzt, daff die festesten Bindungen im Zellulosekristallit inner- 
halb der (101)-Ebenen (also entlang den (101)-Abstanden) vorliegen, worauf 
wir schon verschiedentlich hingewiesen haben. Die analogen Verhaltnisse 
gelten iibrigens auch fiir Zellulose II [5]. 


Wir stellten auch Priparate aus den in Apotheken erhaltlichen, offizinel- 
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len Laminaria-Stiften her. Diese zeigten ganz dasselbe réntgenographische 
Verhalten wie die beschriebenen Algenpraparate. An Fucus vesiculosus 
durchgefiihrte Experimente fiihrten vorlaufig noch nicht zu_ geniigend 
scharfen Réntgendiagrammen. doch hat es den Anschein, da& auch hier 
die Zellulose in derselben Weise orientiert ist; auch Alginsadureinterferenzen 
wurden beobachtet. Fiir Fucus serratus ist die Orientierung (101) parallel 
zur Oberflaiche bekanntlich bereits nachgewiesen [6]. 

SchlieBlich fiihrien wir an dem Laugenauszug von Fucus vesiculosus 
auch UV-absorptionsspektrophotometrische Messungen durch, die erhaltenen 
Spektren sind in Abb. 2 wiedergegeben. Interessanterweise zeigt sich bei 
3760 mm~! ein deutliches Maximum, wihrend z. B. reines Natriumalginat 
nichts dergleichen zeigt (Abb. 2, Kurve b). Die Erklarung dieses Maximums 
steht noch aus. 


Herrn Prof. Dr. O. Kratky danke ich fiir sein forderndes Interesse, 
der Osterreichischen Holzforschungsgesellschaft fiir finanzielle Beihilfe, 
Herrn Prof. Dr. H. Thiele. Kiel, fiir Uberlassung der Algenproben. 
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Zellphysiologische Studien an Bryophyllum 
im Zusammenhang mit dem taglichen Séurewechsel 


Von 
Gudrun Overbeck 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Freien Universitat Berlin 


(Eingegangen am 17. September 1956) 


I. Einleitung 


Der Aciditat des Zellsaftes wird in neuerer Zeit von seiten der Zell- 
physiologen wieder eine erhdhte Aufmerksamkeit zugewandt. Besonders 
fiir die Stoffaufnahme und die Stoffspeicherung soll dem Aciditatsunter- 
schied zwischen Aufenmedium und Zellsaft eine Bedeutung zukommen 
(vgl. Drawert 1956b). Unter der Voraussetzung, da das Plasma fiir 
Ionen impermeabel ist, miissen sich schwacher dissoziierte Stoffe bei ent- 
sprechender Richtung des Aciditatsgefalles im Zellsaft anreichern. Bei basi- 
schen Farbstoffen mit entsprechenden Dissoziationskonstanten ist das der 
Fall, wenn der Zellsaft saurer als das umgebende Medium ist (Drawert 
1956 a). Héfler (1947) hat fiir diesen Speicherungsmechanismus den Be- 
griff ,lonenfalle* gepragt. Aber auch bei einer Permeabilitat des Plasmas 
fiir lonen oder im Falle einer aktiven lonenaufnahme kann die Wasserstoff- 
ionenkonzentration (cH) des Zellsaftes fiir die Speicherung von Bedeutung 
sein, da die Ladung der adsorbierenden Zellsaftkolloide und der Dissozia- 
tionsgrad der aufgenommenen Stoffe von der cH mitbestimmt wird 
(Drawert 1956a). 

Alle Untersuchungsergebnisse iiber die Aciditaét des Zellinneren sind 
aber mit grofen Fehlerquellen belastet, da wir bis heute noch nicht iiber 
einwandfreie Methoden zur Bestimmung von pH-Werten in der lebenden 
Zelle verfiigen (Drawert 1955). Es ist daher naheliegend, bei Unter- 
suchungen iiber den Einflu& der Innen-cH auf zellphysiologische Vorgange, 
Objekte heranzuziehen, von denen wir aus der Stoffwechselphysiologie 
wissen, daff sie unter bestimmten Bedingungen gréfere Verschiebungen der 
Zellsaftaciditat aufweisen miissen. Zu diesen ausgezeichneten Objekten ge- 
héren die Sukkulenten, die einen taglichen Saurewechsel zeigen. Dabei 
kommt es fiir die zellphysiologischen “Untersuchungen zuniachst noch nicht 
auf die Kenntnis der dabei auftretenden absoluten pH-Werte an, sondern 
wir miissen uns schon mit der Erfassung der relativen pH-Verschiebungen 
zufrieden geben; denn wir kénnen auch in diesem Fall nur an Preftsaften 
Protoplasma Bd. XLVIII/2 18 
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pH-Werte bestimmen. Diese pH-Werte geben aber nur Aufschluf iiber die 
Aciditait ganzer Gewebekomplexe, die auferdem noch zerstért werden. Aus 
der Kenninis der Stoffwechselvorginge kénnen wir aber mit einem hohen 
Grad von Sicherheit schlieRen, daf® hier tatsaichlich Aciditatsénderungen 
der wiasserigen Phase des Zellsaftes vorliegen, die uns fiir die folgenden 
Versuche besonders interessieren. Wir miissen uns aber immer bewuftt sein, 
die angegebenen pH-Werte relative Gréfen darstellen. 

In bezug auf den Saiurewechsel sind wohl verschiedene Bryophyllum- 
Arten am besten untersucht. Bereits 1813 schrieb Benjamin Heyne in 
einem Brief an A. B. Lambert, da Bryophyllum-Blatter morgens saurer 
schmecken als abends. In der Folgezeit bemiihte man sich, diese Erscheinung 
aufzukliren. Es sei nur auf die Arbeiten von May er (1875—1926), Kraus 
(1883), Warburg (1886), de Vries (1884), Gustafson (1924), Wolf 
(1931—1951), Pucher und Mitarbeiter (1942—1949), Vickery (1952-- 
1954), Thomas und Beevers (1949), Stuts und Burris (1951) und 
Moyse (1955) verwiesen. Fiir zellphysiologische Untersuchungen ist aber 
die Gattung Bryophyllum bisher nur selten herangezogen worden. D ra- 
wert (1948, 1952) berichtet iiber die Harnstoffaufnahme und Vitalfarbungs- 
versuche an griinen und etiolierten Pflanzen von Bryophyllum Daigre- 
montianum und iiber gravimetrische Bestimmungen der Wasseraufnahme 
und -abgabe von Blattstiicken derselben Art. Zickel (1955) studierte die 
Aufnahme verschiedener Stoffe durch junge und alte Zellen der Stengel- 
epidermis an Br. Daigremontianum, und Alc er (1956) untersuchte an der- 
selben Art die Harnstoff- und Glycerinaufnahme in Abhangigkeit von der 
Innen- und Aufen-cH. 

Es muf aber betont werden, daf bis auf die gravimetrischen Messungen 
von Drawert (1952) alle geschilderten Versuche an Epidermiszellen 
durchgefiihrt worden sind. Wenn nach Alcer die Epidermis sich zwar in 
den Schwankungen des pH-Wertes ebenso verhalten soll wie das ganze 
Blatt, so darf doch nicht iibersehen werden, daf wir die Aciditat des Zell- 
saftes der Epidermiszellen nur mit Hilfe von Indikatoren mit dem Abdruck- 
verfahren (Dra wert 1955) bestimmen kénnen. Die zuverlassigeren Werte 
liefert wohl doch die elektrometrische Bestimmung des Preftsaftes. Der 
Prefisaft entstammt aber vorwiegend dem Mesophyll. Es erschien deshalb 
ratsamer, fiir die im folgenden geschilderten Untersuchungen die Mesophyll- 
zellen heranzuziehen, wenn sie auch fiir zellphysiologische Untersuchungen 
nicht so gut zu handhaben sind wie Epidermiszellen. 


II. Das Versuchsmaterial 


Die Versuche fiihrte ich an Bliattern von Bryophyllum Daigremontianum (Berg) 
und Bryophyllum tubiflorum (Harv.) durch. Die Namen der beiden Arten werden 
wie folgt abgekiirzt: Br. tub. = Bryophyllum tubiflorum, Br. Daig. = Bryophyllum 
Daigremontianum. Die verschieden alten Blatter teilte ich ein in: a = alt, die nach- 
folgenden mit ma, mj, j bis gj = ganz jung. 

Die Pflanzen wurden in einem Gewachshaus kultiviert, das im Winter nachts 
eine Temperatur von 13—15°C und am Tage je nachdem, ob die Sonne schien oder 
nicht, 15—25°C hatte. Im Sommer betrugen die Temperaturen nachts ~ 15°C und 
am Tage je nach Sonneneinstrahlung 20—40° C. 
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Die Belichtung der Blatter erfolgte immer an der Pflanze, und zwar im Sommer 
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im Freien an der Siidseite des Instituts, bei fehlender Sonne und im Winter im 
Gewichshaus mit einer oder zwei 200-W-Parabollampen, die in einer Entfernung 
von ungefahr 0,30m von den Blittern aufgestellt waren. Unter den Lampen be- 
trug die Beleuchtungsstiirke im Mittel 15.000 Lux. Die Temperatur bewegte sich 
in dieser Zeit zwischen 25 und 32°C. 


Die Versuche beziehen sich bei Br. Daig. auf die Mesophyllzellen der Blatt- 
spreite, nur ganz selten habe ich Epidermiszellen zum Vergleich herangezogen. Bei 
Br. tub. miissen wir wohl annehmen, daf der Hauptteil der runden Blatter morpho- 
logisch nicht zur Spreite, sondern zum Stiel gehért (Troll 1939), so daf die hier 
untersuchten Zellen morphologisch nicht den Mesophylizellen von Br. Daig. gleich- 
zusetzen sind. Die Blattquerschnitte fiihrte ich, wenn nicht anders erwahnt, an den 
folgenden Stellen durch: Bei Br. Daig. in der Blattmitte neben der Mittelrippe 
und bei Br. tub. an der unteren Blatthalfte, jedoch nicht am untersten Ende, das 
sehr wenig Chloroplasten enthalt. Die Schnitte von Br. tub. hatten den Vorteil, da& 
sie den ganzen Blattquerschnitt umfaften, wahrend die von Br. Daig. nur etwa 
ein Drittel des halben Blattes ausmachten, aber Kontrollversuche vom Blattrand 
zeigten praktisch kein wesentlich anderes Verhaliten. 


Im pH-Wert des Prefisaftes ergaben sich die in den Tabellen 1a und 1b zu- 


sammengefaRten Tagesschwankungen. 


Tab. 1 a. Schwankungen im pH- und im osmotischen Wert des Preftsaftes aus Blat- 
tern von Bryophyllum tubiflorum. 


Tageszeit 


pH-Wert 


Osmotischer Wert 


in mol 


Licht- 


Jahreeseit verhaltnisse 


Morgens 4,46+ 0,04 August — Dezember 
4,18+.0,02 Februar— August 
4,31+0,04 0,211+0,005 Jahresdurchschnitt 
0,190+ 0,006 Dezember April 
0,225+ 0,004 Mai— November 
Nachmittags 5,55+ 0,06 Juni— August \ é 
5,65 -4 0,05 0,160-0,003 | Jahresdurchschnitt |f 
4,60+ 0,07 0,193-+0,005 » | April—September schlecht 


Tab. 1b. Schwankungen im pH- und im osmotischen Wert des Preftsaftes aus Blat- 
tern von Bryophyllum Daigremontianum, 


Tageszeit 


pH-Wert 


Osmotischer Wert 
in mol 


Licht- 


Jahreszeit 


Morgens 


4,22+.0,03 
4,39+0,04 


0,200 + 0,007 
0,185+.0,005 


0,229 + 0,006 


Juni— August 
Jahresdurchschnitt 
April—Juni 
Dezember— Februar 
August— November 


5,62+ 0,04 
5,64+ 0,03 
4,70+0,07 


0,167 + 0,004 
0,189 +. 0,005 


Mai— August 
Jahresdurchschnitt |f 
April—Juni 


q 

| | 

{ 

q 
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Die pH-Messungen wurden wiahrend der Versuchszeit taglich durchgefiihrt. Fiir 
eine Messung kamen von Br. Daig. je nach Grife ein oder zwei und von Br. tub. 
zehn Blatter zur Anwendung. Zu Vergleichsmessungen habe ich nach Méglichkeit 
die gegeniiberliegenden Blatter benutzt. Vor der pH-Messung mit einer Glas- 
elekirode erfolgte die Bestimmung des osmotischen Wertes. Infolgedessen stand 
der Preftsaft z. T. einige Stunden, héchstens einen Tag im Eisschrank. Wie Kon- 
trollen ergaben, anderte sich aber der pH-Wert dadurch in keiner Weise, ent- 
sprechend den Beobachtungen von Gustafson (1925) an Br. calycinum. 

Im Winter 1953/54 durchgefiihrte pH-Messungen an Pflanzen, die bei gewéhn- 
lichem Tageslicht im Gewichshaus bei einer Tagestemperatur von 20°C und Nachi- 
temperatur von 15°C standen, ergaben mit Merck-Spezial-Indikatorpapier morgens 
und abends einen Wert um pH 5,4. Erst nachdem ich die abgeschnittenen Blatter 
und spater die Blatter an den Pflanzen mit einer oder zwei 200-W-Lampen be- 
lichtete, trat eine Verschiebung der Zellsaftaciditét ein. Fiir die Friihversuche 
muftien die Blatter natiirlich am Tage zuvor belichtet werden. AuRerdem erwies 
es sich als notwendig, da®B das ganze Blatt dem Lichte ausgesetzt war. 

Bei diesen Versuchen machte ich die eigenartige Erfahrung, daf& wohl im Herbst 
und Winter die 200-W-Lampen ausreichten, um die iiblichen Aciditatsschwankungen 
zu erreichen, im Sommer ab April/Mai brauchten die Pflanzen jedoch unbedingt 
héhere Lichtintensitaten (Sonne), besonders Br. tub. Br. Daig. ..normalisierte“ sich 
im Juni wieder, Br. tub. aber erst ab September/Oktober. 

Morgens schnitt ich die Blatter gegen 9.15 Uhr ab, zu einem friiheren Zeitpunkt 
oder nach langerem Dunkelstellen waren keine niedrigeren pH-Werte zu _ ver- 
zeichnen. Nachmittags wurden die Blatter zwischen 14 und 15 Uhr abgeschnitten. 
weil dann der héchste pH-Wert erreicht war, am spaten Nachmittag nahm er be- 
reits wieder langsam ab. 


III. Versuchsergebnisse 


Zunachst sollte gepriift werden, ob sich die taglichen Aciditiatsschwan- 
kungen des Zellsafites noch auf andere Eigenschaften der Zelle, wie osmoti- 
scher Wert des Zellsaftes und Viskositat des Plasmas, auswirken. Im An- 
schluB daran war dann zu untersuchen, ob die Aciditatsschwankungen die 
Wasserpermeabilitaét und die Aufnahme von einigen Anelektrolyten sowie 
von basischen Farbstoffen beeinflussen. 


1. Osmotische Werte 


Zur Bestimmung des osmotischen Wertes benutzte ich die kryoskopische 
Methode, weil die Zellen Plasmolyseversuchen nicht immer zuganglich 
waren. 

Wie Tabelle 1a zeigt, betragt der osmotische Wert von Bryophyllum 
tubiflorum morgens von Mai—November 0,225 + 0,004 mol und von Dezem- 
ber—April 0,190 + 0,006 mol. Nachmittags weicht er bei einem pH-Wert 
von 5,7 wahrend des ganzen Jahres nicht viel von 0,160 + 0,003 mol ab. 
Somit besteht im Winter und im Friihjahr zwischen morgens und abends 
ein Unterschied von 0,03 mol und im Sommer und Herbst erreicht die Dif- 
ferenz 0,06 mol. Wenn die Lichtverhiltnisse schlecht sind und der pH-Wert 
nachmittags nur etwa 4,6 erreicht, fallt auch der osmotische Wert nur auf 
0,193 + 0,005 mol. Die jiingeren Blatter haben im allgemeinen morgens einen 
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etwas hdheren osmotischen Wert als die alteren, nachmittags sind dagegen 
die Werte iibereinstimmender, wie aus der Tabelle 2 hervorgeht. 


Bryophyllum Daigremontianum hat morgens im Jahresdurchschnitt 
einen osmotischen Wert von 0,200 + 0,007 mol. Dieser kénnte noch aufgeteilt 
werden in 0,185 + 0,005 mol von April—Juni und Dezember—Februar und 


Tab. 2. Unterschiede im osmotischen Wert des Prefsaftes aus Blattern verschie- 
denen Alters am Morgen und am Nachmittag (Einzelmessungen, kein Jahresdurch- 
schnitt). 


Morgens Nachmittags 
Blattalter 


pH-Wert osmot. Wert pH-Wert 


osmot. Wert 


4,45 0,211 5,77 0,153 


Br. Daig. j 4,51 0,202 5,84 
4,60 0,180 5,59 


0,159 
0,165 


Br. tub. 4,34 0,229 
| 


in 0,229 + 0,006 mol von August und November. Abends weicht wahrend 
des ganzen Jahres der osmotische Wert nicht viel von 0,167 + 0,004 mol ab, 
so da® fiir die erstgenannte Zeit zwischen morgens und abends nur etwa 
ein Unterschied von 0,02 mol entsteht, fiir die letzte dagegen -0,04—0,06 mol, 
wahrend der pH-Wert kaum Schwankungen unterliegt. Reicht die Beleuch- 
tung tagsiiber nicht aus, um gréRere pH-Schwankungen auszulésen, so fallt 
der osmotische Wert nur auf etwa 0,189 + 0,005 mol. Das Verhalten der 
jungen und alten Blatter ist auch hier ahnlich wie bei Br. tub. Morgens sind 
die jungen Blatter etwas héher im osmotischen Wert, wahrend sie sich nach- 
mittags den alteren Blattern angleichen (vgl. Tab. 2). 


Tab. 3. Der osmotische Wert der Mesophyllzellen von Bryophyllum tubiflorum 
am Morgen und am Nadcimittag mit Hilfe der Grenzplasmolyse in Saccharose und 
kryoskopisch am Prefsaft bestimmt. 


T it pH-Wert Grenzplasmolysewert Osmotischer Wert 
PreBsaft in mol Saccharose PreBsaft 


Nachmittags 5,70 


Morgens 4,40 | 


Von Bryophyllum tubiflorum wurde in einer Versuchsreihe vom 8. Okto- 
ber bis 10. November 1954 der osmotische Wert mit der Grenzplasmolyse- 
methode bestimmt. Die Konzentrationsstufen der Saccharoselésung unter- 
schieden sich um 0,02 mol. Es wurden die in Tab. 3 aufgefiihrten Werte er- 
halten. 

Ganz allgemein zeigen die Zellen also am Morgen einen héheren osmoti- 
schen Wert als am Nachmittag. Die Schwankungen desselben stehen nicht in 
direktem Zusammenhang mit den pH-Werten des Prefsaftes, sie erfolgen 
aber auch nicht vollkommen unabhangig von diesen. 
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2. Viskositatsmessungen 


Die meisten Methoden der Viskositaétsmessung in lebenden Zellen er- 
méglichen nur einen Vergleich zwischen zwei verschiedenen Zustinden. Nur 
einige, wie die Methode nach Pekarek (1930) mit Hilfe der Brownschen 
Molekularbewegung, gestatten es, eine absolute Messung vorzunehmen. Am 
gebriuchlichsten sind die Zentrifugierung und die Plasmolyseforni- und 
-zeitbestimmung. Zum Vergleich der Viskositatswerte von Bryophyllum- 
Blattern am Morgen und am Nachmittag schien sich die Zentrifugierungs- 
methode zunichsi sehr gut zu eignen, zumal die Riickverlagerung mehrere 
Stunden in Anspruch nahm, so daft eine Fixierung nicht notwendig war. 


Die Blatter von Br. tub. kamen ohne Spitzen mit der Blattbasis nach unten in 
Zentrifugenglaser. Aus den Blattern von Br. Daig. schnitt ich neben der Mittel- 
rippe, wenn nicht anders erwahnt, von der Mitte 2—3 cm lange Stiicke heraus, die 
icm breit waren. Um eine Lageverainderung der Blatieile waihrend des Zentri- 
fugierens zu verhindern, fiillte ich die Liicken zwischen Zentrifugenglas und Blatt- 
stiicdken mit Holundermark oder Blattern von Br. tub. aus. Die Zentrifugengliser 
wurden soweit mit Leitungswasser gefiillt, da die Blattstiicke bedeckt waren. 
Der Abstand der Blatteile von der Zentrifugenmitie betrug etwa 14cm. 

Nach der Zentrifugierung beobachtete ich sofort an Lingsschnitten vom zentri- 
fugalen Ende unter dem Mikroskop die Verlagerung des Zellinhaltes. Der ganze 
Vorgang dauerte ungefahr 5 Minuten. Zur Beurteilung der Viskositaét benutzte ich 
die Verlagerung der Chloroplasten. Die Prozentzahlen von 0—100 umfassen die 
Stufen vom Normalzustand bis zur vélligen Verlagerung aller Chloroplasten an 
das zentrifugale Ende in samtlichen Zellen. Fiir diese Bestimmung zog ich jeweils 
zwei bis drei Schnitte heran. Die Zentrifugierungsdauer und Umdrehungszahl 
wurden in Vorversuchen so eingerichtet, da morgens nur eine schwache Verlage- 
rung, nachmittags aber noch keine 100% ige erreicht war, damit ich sicher sein 
konnte, daf nicht auch eine geringere Umdrehungszahl zur 100%igen Verlagerung 
ausgereicht hatte. Bei einer Versuchsreihe kamen also morgens und nachmittags 
dieselbe Zeit und Umdrehungszahl zur Anwendung, so daf die Prozentzahlen 
zum Vergleich dienen. Die angegebenen Zeiten verstehen sich vom Ein- bis zum 
Ausschalten der Zentrifuge. 


In der Tab. 4 sind einige Versuchsergebnisse zusammengefaft. Die 
Prozentzahlen sind Mittelwerte von 15—30 Einzelmessungen. 

Aus den Versuchen scheint hervorzugehen, daft die Viskositat am Nach- 
mittag abnimmt. Das kann aber durch das héhere spezifische Gewicht der 
Chloroplasten am Nachmittag vorgetauscht werden, wie spater noch dar- 
gelegt werden soll (S. 254). 


3. Plasmolyseversuche 
Methodik 


Br. tub. hat unter der Epidermis zwei bis drei Zellreihen mit stark verdickten 
Wanden und kleinen Vakuolen, die oft Anthocyan enthalten, aber nur wenig Chlo- 
roplasten. Die anschlieRenden Parenchymzellen sind alle mehr oder weniger gleich- 
gestaltet, mit diinnen Zellwanden, grofen Vakuolen und sehr vielen Chloroplasten, 
die in den Aufenschichten etwas dichter liegen. Diesen gleichférmigen Ring von 
Zellen benutzte ich fiir plasmolytische Untersuchungen. Der Blattquerschnitt von 
Br. Daig. ist im Prinzip nicht anders aufgebaut. Die kleinen Zellreihen dicht unter 
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den Blattzellen von B 
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Tab. 4. Verlagerung der Chloroplasten 


ormittags 


Bryophyllum I 


1 


Wert | Verlagerung 
in % 


in mo. 


osm. 


pH-Wert 
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on Bryophyllum bei Zentrifugierung am Morgen und am Nachmittag. 


Nachmittags 
Lichtverhaltnisse: gut Lichtverhiltnisse: schlecht 
pH-Wert | osm. Wert | Verlagerung pH-Wert | osm. Wert Verlagerung 
in % in % 
lum Daigremontianum 
576 | 0167 | 8442.7 | 495 | 0,180 15 44,1 
5,70 | 0,177 79 + 2,9 4,58 | 0,225 67 + 5,5 
| 5,76 0,167 56 + 3,7 4,95 0,180 44 4. 8,7 
| 5,70 0,177 60 + 4,5 4,58 | 0,225 68'+ 5,3 
| 6,73 | 0,156 8142.3 | 
| 578 | 0,168 | 80430 | | 
phyllum tubiflorum 
| 572 | 0164 | 66436 | 443 | 0,188 62 + 4,7 
| 565 | 0,165 65+ 3,3 4,60 0,218 45 + 7,5 
«5,64 | 0,161 | 88+41,0 
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der Epidermis habe ich ebenfalls nicht mit beriicksichtigt. Nahere Angaben iiber 
die Anatomie des ahnlich gebauten Blattes von Br. calycinum gibt Yarbrough 
(1932). Eine Plasmastrémung war in den Mesophyllzellen nie zu beobachten, nur 
eine sehr gute B.M.B. der kleineren Einschliisse. 

Zur Anwendung kam die Plasmolysezeitmethode. Fiir plasmometrische Bestim- 
mungen war die Zellform ungeeignet. Die Plasmolysen wurden bei gleichem pH- 
Wert der Versuchsliésungen und einer Temperatur von 19—23°C durchgefiihrt. Bei 
langeren Versuchszeiten standen die Schnitte im Dunkeln, bei kiirzeren im diffusen 
Tageslicht. 

25 cm* fassende Bechergliser, die mit Glasschilchen abgedeckt waren, fiillte 
ich mit 5cm* der jeweiligen Versuchslésung. In diese kamen ungefahr 15 Schnitte, 
die ich vorher mit destilliertem Wasser unter der Wasserstrahlpumpe infiltrierte, 
damit die Plasmolytika besser an die Zellen gelangten und Lufteinschliisse die 
mikroskopische Beobachtung nicht zu stark beeintrachtigten. Langeres Wassern 
wurde vermieden, da es eventuell zu Anderungen der Innen-cH gefiihrt hatte. Ab- 
gesehen davon sind die Schnitte meist nicht linger als 3—6 Stunden am Leben. Der 
Fehler, der durch das Einlegen vieler Schnitte in das Plasmolytikum entsteht, das 
dadurch verdiinnt wird, braucht nicht beachtet zu werden, da er morgens und 
abends in gleicher Weise auftritt und keine Absolut-, sondern nur Relativwerte 
bestimmt werden sollen. Durch kurzes Schiitteln des Becherglases brachte ich die 
Schnitte gleich nach dem Einlegen mit dem Plasmolytikum gut in Beriihrung. 

Die Plasmolysegrade teilte ich nach Augenschein in 0—100% Konvexplasmolyse 
ein. Ein Auszihlen der Zellen war aus zeitlichen Griinden nicht méglich. Da es in 
der Hauptsache auf vollkommene Plasmolyse bzw. Deplasmolyse ankam und 
weniger auf die Zwischengrade, war diese Methode nicht allzu starken individuellen 
Einfliissen unterworfen. 


Versuchsergebnisse 
a) Wasserpermeabilitat 


Zur Untersuchung der Wasserpermeabilitét wurde mit analys. reiner Sac- 
charose plasmolysiert. Eine Deplasmolyse haben die Zellen nicht mehr iiberstanden. 

Da die Zellen ein sofortiges Einlegen in héhere Zuckerkonzentration nicht ver- 
trugen, mufte die Uberfiihrung stufenweise erfolgen. Die Plasmolysezeit gibt an, 
wie lange die Schnitte bis zur Erreichung des starksten Plasmolysegrades in der 
héchsten Zuckerkonzentration gelegen haben. Die Becherglaser standen wahrend 
des Versuchs im Dunkeln. Bei Br. tub. wurden folgende Zeiten beobachtet: Mor- 
gens 81 + 6,5 Minuten und nachmittags 108 + 10,5 Minuten. 

Daraus folgt, die Wasserpermeabilitét bei normalen Aciditatsschwankun- 
gen am Morgen etwas hoher ist als am Nachmittag, jedoch liegt der Unterschied 
nicht auferhalb des dreifachen mittleren Fehlers. 


b) Athylenglykol, Glycerin, Salze und Methylharnstoff 


In Athylenglykol waren die Plasmolysegrade und die Deplasmolyse- 
zeiten bereits zur selben Tageszeit so verschieden, daf keine Unterschiede zwischen 
morgens und nachmiitags erfaft werden konnten. 

In Glycerin (rein DAB6) zeigte Br. Daig. nur Cytorrhyse und bei Br. tub. 
stellte sich nach 10 Minuten bis 3 Stunden in etwa 70% der Zellen Plasmolyse ein, 
die ungefahr nach 20—30 Stunden zuriickgegangen war. Auf Grund der hohen 
Deplasmolysezeiten war auch Glycerin fiir meine Versuche unbrauchbar. Auf- 
fallend war die grofe Lebensdauer der Zellen in Glycerin, die in keiner der an- 
deren benutzten Lésungen erreicht wurde. 
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Gegeniiber den Sal zen CaCl,, Ca(NOs)., KC], KNO, und KSCN erwiesen sich 
die Zellen als so empfindlich, da& einwandfreie plasmolytische Versuche unméglich 
waren. 

Auf eine Wiedergabe der zahlreichen Versuche, die ich mit Methylharn- 
stoff durchfiihrte, kann auch verzichtet werden, da die erhaltenen Werte zu stark 
variieren. Alle Ergebnisse zusammengefaft deuten zwar darauf hin, daB& die 
Deplasmolyse in Methylharnstoff morgens schneller erfolgt als nachmittags, aber 
die erhaltenen Unterschiede liegen noch innerhalb des dreifachen mittleren Fehlers. 


4. Vitalfarbungen 


In der Einleitung wurde bereits darauf hingewiesen, daft fiir die Auf- 
nahme und Speicherung basischer Farbstoffe dem cH-Gefille Zellsaft/ 
Aufenmedium eine besondere Bedeutung zugesprochen wird. Die basischen 
Farbstoffe sollen sich an den Orten héherer Aciditat anreichern (Drawer t 
1948b, Bartels 1954, Kinzel 1954). Bei der Benutzung von Farbstoff- 
lésungen mit abgestufter cH muf sich das so auswirken, daf eine Vakuolen- 
farbung bei um so tieferem pH-Wert der Farbstofflésung einsetzt, je héher 
die cH des Zellsaftes ist. Dieses trifft auch nach den Untersuchungen von 
Drawert (1937b), Strugger (1937), Drawert und Strugger 
(1938) zu. Dabei darf aber nicht iibersehen werden, daf die Autoren aus 
dem Farbton des von den Zellen vital gespeicherten Neutralrotes auf den 
Aciditatsgrad des Zellsaftes geschlossen haben. Wie Dra wert spater aus- 
fiihrt (1951, 1955), miissen aber doch gegen die Anwendung der Indikator- 
methode zur pH-Wert-Bestimmung an lebenden Zellen Bedenken erhoben 
werden. Es ist noch ungewif, in welcher Form der Farbstoff im Zellsaft 
vorliegt. Durch Adsorption an Kolloide kann sich der Farbton andern und 
damit eine Aciditatsverschiebung der wasserigen Phase vortaiuschen. Mit 
dieser Fehlerméglichkeit miissen wir um so mehr rechnen, da sich ,,volle“ 
Zellsifte (Hifler 1947) mit Neutralrot stets violett farben (Wiesner 
1951, Toth 1952). Da bei Bryophyllum sich die taglichen Aciditatsschwan- 
kungen wohl ohne Zweifel in der wasserigen Phase vollziehen, erschien es 
von grofem Interesse zu priifen, ob sich auch an diesem Objekt die oben 
zitierten Befunde bestatigen lassen. 

Neben dem Farbstoff Neutralrot untersuchte ich noch das Acridinorange 
und das etwas schwiacher dissoziierte Chrysoidin. 


Alle Farbstoffe kamen in Pufferlésungen zur Anwendung, und zwar benutzte 
ich Phosphatpuffer nach den Angaben von Drawert (1937a) und Strugger 
(1949), die ich aber nur um die Halfte mit destilliertem Wasser verdiinnte. Von den 
Farbstoffen stellte ich Stammlésungen her, die wahrend einer Versuchsserie héch- 
stens einmal erneuert wurden, sie standen immer im Dunkeln. Die pH-abgestuf- 
ten Farbstoffreihen wurden zu jedem Versuch frisch angesetzt. Dieses geschah 
wieder in 25-cm*-Becherglasern, die mit Glasschaélchen abgedeckt waren. Jedes Glas 
enthielt 5 cm? Versuchslésung, in die je drei Schnitte von beiden Bryophyllum- 
Arten, nach vorheriger Infiltration mit Aqua dest., gebracht wurden. 


a) Neutralrot (Merck) 


Die Neutralrotlésungen kamen 1 : 10.000 in acht bis zehn pH-Stufen von pH3 
bis 7 zur Anwendung. Die Schnitte verblieben eine Stunde im Farbbad, wahrend 
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dieser Zeit standen sie im Dunkeln. Nach dem Anfirben iibertrug ich die Schnitte 
in den entsprechenden ungefiarbten Puffer. Ein langeres Auswaschen war nicht 
notwendig, so daf nach fiinf Minuten mit der mikroskopischen Beobachtung be- 
gonnen werden konnte. Zur Untersuchung kamen nur Mesophyllizellen. 

Die Anthocyan- und die gerbstoffiihrenden Zellen beriicksichtigte ich nicht; in 
ihnen fiel in allen untersuchten pH-Stufen das Neutralrot kriimelig oder trépfchen- 
férmig aus. Als Umschlagspunkt Membran-Vakuolenfarbung bezeichnete ich jeweils 
die pH-Stufe, bei der etwa 5—10% der Zellen Vakuolenfairbung aufwiesen. 


Bei nur orientierenden Versuchen siellte es sich schon heraus, da & die- 
ser Umschlagspunkt morgens weiter im sauren Ge- 
biet liegt als abends. In eingehenden Versuchen wurden dann die 
in Tab. 5 wiedergegebenen Ergebnisse erzielt. 


Tab. 5. Beginn der Vakuolenférbung mit Neutralrot in den Mesophyllizellen von 
Bryophyllum in Abhangigkeit vom pH-Wert des Aufenmediums und des Zellsaftes. 


B. Daigremontianum 
morgens nachmittags 


pH-Wert des PreBsaftes 4,49 5,74 
Beginn der Vakuolenfar- 
bung bei pH 4,36+ 0,04 6,20+ 0,05 4,53+0,10 5,76+.0,06 


Wand- und Vakuolenfarbung treten in einem gréfReren pH-Bereich 
nebeneinander auf. Der Farbton der Vakuolenfarbung beginnt bei schwa- 
chem Hellrot und geht in den héheren pH-Stufen in ein kraftigeres Rot 
iiber. Es sind nie alle Vakuolen eines Querschnittes gefarbt, bei Br. tub. 
sind es meist nur etwa 50% und bei Br. Daig. etwa 70%. Die restlichen Zel- 
len zeigen in den héheren pH-Stufen auch keine Wandfarbung mehr. Bei 
reiner Wandfarbung leuchten dagegen samtliche Zellwande rot. 


Im Hinblick auf die Arbeiten von Drawert (1948) und Alcer (1956) ver- 
suchte ich an Oberflachenschnitten festzustellen, ob die Epidermis denselben Um- 
schlagspunkt zeigt wie die Mesophyllzellen. Eine Anfarbung der Epidermis gelang 
aber nicht immer ohne weiteres, so daf® die erhaltenen Ergebnisse recht unsicher 
sind. Die anthocyanfreien Vakuolen der Epidermiszellen begannen sowohl morgens 
als auch abends sich ungefahr bei pH 5,50—6,00 anzufarben. Eine Wandfarbung 
war z. T. kaum zu beobachten. Die SchlieBzellen hatien den Farbstoff morgens und 
abends bereits bei pH 3,5—4,5 aufgenommen. Die Nebenzellen zeigten meist nur 
eine geringe Trépfchenfarbung, und die angrenzenden Epidermiszellen farbten 
sich erst bei etwa pH 6,80 an. Wir erhalten hier also ein ahnliches unterschiedliches 
Verhalten der Schlie8- und Nebenzellen, wie es z. B. Pekarek (1934) fiir Rumex 
acetosa in bezug auf den Farbion des gespeicherten Neutralrots beschreibt. Z. T. 
war die Epidermis aber von sich aus schon etwas durch Anthocyan gefarbt, dann 
trat sofort in allen pH-Stufen eine Aufnahme des Neutralrots in die Vakuole ein.. 
Br. Daig. und Br. tub. unterschieden sich nicht viel in ihrem Verhalten, nur zeigten 
die Nebenzellen von Br. tub. in den untersuchten physiologischen Zustanden nie 
eine Anfarbung. 

Einige Schnitte beobachtete ich auch unter dem Fluoreszenzmikroskop. Es 
fluoreszierten fast nur die Chloroplasten rot und die Leitbiindel teilweise weiflich- 
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rosa. Bei pH 6,5—7,0 trat ganz schwach eine helle gelblichgriine Ténung in den 
Zellen auf, es sah z. T. so aus, als ob die Zellen sich mit einem Schleier iiberzogen 
hatten. Nach den Befunden von Strugger (1940) und Toth (1952) kénnte es 
sich um eine Fluoreszenz des Plasmas handeln; sehr wahrscheinlich liegt aber eine 
Zersetzung des Neutralrots durch die Strahlen des Erregerlichtes vor (Dra wert 
und Metzner 1956). Nach Toth sollen sich mit Neutralrot im Fluoreszenzmikro- 
skop auch die ,,vollen“ und ,leeren“ Zellsafte unterscheiden. Das war aber bei 
meinen Versuchen nicht der Fall, obwohl ,leere* und ,volle* Zellsafte vorlagen, 
wie Anfarbungen mit Acridinorange einwandfrei ergaben. Da Acridinorange in 
dieser Hinsicht einwandfreie Ergebnisse lieferte, bin ich mit Neutralrot der Sache 
nicht weiter nachgegangen. 


Tab. 6. Wie Tab. 5, aber Versuchsserien, die an den einzelnen Tagen sehr unter- 
schiedlichen Lichtverhiltnissen ausgesetzt waren. 


B. tubiflorum B. Daigremontianum 


nachmittags nachmittags 
Lichtverhaltnisse morgens Lichtverhaltnisse 
schlecht gut schlecht gut 


pH-Wert des 
PreBsaftes : 4,98 5,66 4,85 5,64 
Beginn der Va- 
kuolenfarbung 
bei pH 4,45+0,04 | 4,87+0,17 | 6,01-0,06 | 4,28+ 0,04 | 5,19+0,07 | 5,93+0,09 


Als Beleg fiir die starke Abhangigkeit des Beginns der Vakuolenfarbung 
von der Aciditat des Zellsaftes sollen in Tab. 6 noch die Ergebnisse von 
zwei Versuchsreihen aufgefiihrt werden, die sich durch unterschiedliche 
Lichtverhaltnisse an den einzelnen Tagen auszeichneten. 

Bei allen Anfarbungen mit Neutralrot trat fast nie eine Vakuolenkon- 
traktion auf. 

Um zu kontrollieren, inwieweit sich der pH-Wert in den Blattquer- 
schnitten innerhalb von 2—3 Stunden andert, habe ich die Schnitte teils vor 
dem Anfiarben, teils hinterher, einerseits ins Dunkle gesetzt, andererseits 
in diffusem Tageslicht stehen gelassen. Eine geringe Anderung des Um- 
schlagspunktes Wand-Vakuolenfarbung zeigte sich bei Br. tub., wenn die 
Schnitte morgens vor der Anfarbung 2 Stunden im Dunkeln standen, der 
Umschlagspunkt verschob sich von pH 4,5 auf 5,2. Nachmittags war dabei 
keine Anderung zu verzeichnen. Standen sie sowohl morgens als auch 
abends nach dem Anfarben im Dunkeln oder in diffusem Tageslicht, so 
zeigte sich keine Verschiebung. Bei Br. Daig. trat merkwiirdigerweise mor- 
gens nach zweistiindigem Aufenthalt der Zellen in samtlichen Puffern und 
auch in reinem Aqu. dest. eine Schrumpfung der Zellen auf, wahrend sie 
abends unter den gleichen Bedingungen voll turgescent blieben. 


b) Acridinorange (Merck) 
Zur Beobachtung stand mir das grofe Zeiss-Fluoreszenzmikroskop mit Kohle- 


Bogenlampe zur Verfiigung. Als Erregerlichtfilter benutzte ich das Blaufilter BG 12 
und OG5 diente als Okularsperrfilter. 
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Die Pufferreihen waren dieselben wie bei Neutralrot. Die Farbstoffkonzen- 
tration betrug ebenfalls 1 : 10.000. Eine Farbungszeit von 10 Minuten reichte nicht 
aus, erst nach 30 Minuten wurde ein brauchbares Farbungsbild erhalten. Nach 
kurzem Liegen in den ungefirbten Puffern untersuchte ich die Schnitte. Vor der 
Farbung wurden aber die Schnitte noch auf Eigenfluoreszenz hin gepriift. Es 
fluoreszierten aber meist nur die Chloroplasten in ihrer dunkelroten Farbe. Bei 
Br. Daig. traten vereinzelt in der dicht unter der Epidermis gelegenen Schicht helle 
Kriimel auf. Nach 10 Minuten langer Bestrahlung veranderte sich nichts an dem 
Bild. Im Hinblick auf die Versuche mit Ammoniak zur Priifung auf .leere“ und 
~volle* Zellsafte sei hier noch erwahnt, daf® eine Behandlung der ungefarbten 
Schnitte mit Ammoniak kein weiteres Fluoreszieren der anderen Zellbestandteile 
zur Folge hatte, wie es z. B. Drawert (1952b) fiir Allium-Epidermen be- 
schreibt. 


Die Tab. 7 zeigt die erhaltenen Versuchsergebnisse. 


Tab. 7. Beginn der griinen bzw. der roten Vakuolenfluoreszenz mit Acridinorange 
in den Mesophylizellen von Bryophyllum in Abhangigkeit vom pH-Wert des 
Auftenmediums und des Zellsaftes. 


B. tubiflorum 


B. Daigremontianum 


nachmittags nachmittags 


Lichtverhaltnisse ™0rgens Lichtverhiltnisse 
schlecht gut schlecht gut 


| 


pH-Wert des 
PreBsaftes 4.20 4,66 5,53 4,18 5,11 5,72 

Beginn der 
Griinfluoresz. | 3,254 0,2 | 3,24+ 0,01 | 5,65 + 0,23| 3,804 0,2 | 4,93+0,4 | 6,13 + 0,06 

Beginn der 
Rotfluoresz. 
bei pH 5,89 + 0,07 | 5,86 + 0,09 | 6,38 + 0,15 | 5,81 + 0,06 | 5,82 + 0,08 | 6,35 + 0,09 


Ebenso wie bei der Neutralrotfarbung sind auch bei Acridinorange nie 
alle Vakuolen angefarbt, besonders hoch ist dieser Prozentsatz der nicht- 
angefarbten bei Br. tub. 

Das Verhaltnis zwischen rot und griin fluoreszierenden Vakuolen bei 
pH 7 ist bei Br. tub. ungefahr gleich, wahrend es bei Br. Daig. stark zu- 
gunsten der Rotfluoreszenz verschoben wird. Es besteht die Tatsache — bei 
Br. Daig. allerdings wesentlich eindeutiger als bei Br. tub. —, da die 
Griinfluoreszenz in die Rotfluoreszenz iibergeht oder von dieser verdeckt 
wird. 

Héfler (1947) unterscheidet mit Acridinorange .,volle* und ,,leere“ 
Zellsafte, einmal durch das Auftreten der Griin- bzw. Rotfluoreszenz und 
zum andern durch die Behandlung der Schnitte mit Ammoniak, nach der 
die Rotfluoreszenz verschwindet, wahrend die Griinfluoreszenz erhalten 
bleibt. Zur Priifung dieses Verhaltens bei Bryophyllum brachte ich einen 
Tropfen leicht verdiinnten Ammoniaks jeweils neben das Deckglas und 
verfolgte den Verlauf sofort unter dem Fluoreszenzmikroskop. In den un- 
teren pH-Stufen sah es zuniachst so aus, als ob sich eine dunkelrote Welle 
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iiber die Schnitte ergof, die langsam weiter fortschritt, danach hellten sich 
die Schnitte wieder auf. In den oberen pH-Stufen, bei denen in den 
Vakuolen Rotfluoreszenz auftritt, geht diese durch Ammoniak in Griin- 
fluoreszenz iiber. Die Membranen werden erst kupferrot, dann griin. Das 
bestatigt die Beobachtung von T oth (1952), da die permeierfahigen Mo- 
lekiile von der Membran mit leuchtend roter Farbe gebunden werden, nur 
daf hier diese rote Farbe wieder verschwindet. 


c) Chrysoidin (von den Vereinigten Fabriken fiir Laboratoriumsbedarf) 


Chrysoidin ist laut Literaturangaben ein sehr guter Plasmafarber. Bei 
den von mir untersuchten Bryophyllum-Zellen farbte es aber neben den 
Gerbstoffen, die in allen Pufferstufen orange-braun-gelb ausfielen, nur die 
Vakuolen unter bestimmten Bedingungen gelb an. Wenn das Plasma den- 
noch den Farbstoff aufgenommen haben sollte, dann nur in so minimaler 
Konzentration, da eine Farbung nicht zu erkennen war. 


Der Farbstoff wurde in einer Konzentration von 1 :5000 in Phosphatpuffern 
angewendet. Die giinstigsten Anfarbungszeiten muften in jeder pH-Stufe aus- 
probiert werden. Sie betrugen bei pH 4,4—13, pH 5,3 und 6210 und bei 
pH 7,26 Minuten. Langeres Liegen in den ungefirbten Puffern entfarbte die 
Schnitte mit der Zeit, deshalb brachte ich sie aus dem Farbbad sofort zur Unter- 
suchung auf einen Objekttrager in den ungefarbten Puffer. 


Der pH-Wert des Preffsaftes der benuizten Blatter lag morgens um 4,4 
und nachmittags um 5,7. 

In allen Fallen farbten sich die Vakuolen morgens 
von pH 47 gelb, bei Br. tub. bis zu 50% und bei Br. Daig. bis zu . 
90%. Nachmittags erfolgte dagegen tiberhaupt keine 
Vakuolenfarbung, auch nicht durch Anderung der Farbezeiten. 


IV. Besprechung der Ergebnisse 


Sowohl Br. tub. als auch Br. Daig. zeigen bei normalem Lichtwechsel an 
sonnigen Tagen einen periodischen Tagesrhythmus in der aktuellen Zell- 
saftaciditat. Wenn auch die Bestimmung von Absolutwerten fiir die Acidi- 
tat der lebenden Zelle bis heute noch nicht einwandfrei méglich ist, so diirf- 
ten in diesem Fall die pH-Werte des PreBsaftes woh] Naherungswerte lie- 
fern. Fiir die durchgefiihrten Versuche kam es auch zunachst nur auf 
Relativwerte an. Die aktuelle Aciditat des Preffsaftes der untersuchten 
Bryophyllum-Arten zeigte im Durchschnitt Tagesschwankungen bis zu 
1,5 pH-Einheiten. Morgens lagen die Werte um pH 4,2 und nachmittags um 
pH 5,6. Der Unterschied steht in gutem Einklang mit den von Al cer (1956) 
angegebenen Werten fiir Br. Daig. Je nach Sonneneinstrahlung erhielt 
Alcer fiir den PreRsaft morgens pH 4,2—4,4 und abends 5,0—6,0. GréRere 
Unterschiede sind bei Bryophyllum calycinum gefunden worden, so gibt 
Gustafson (1925) folgende optimale Werte an: morgens pH 3,5 und 
nachmittags pH 6,0. An triiben Tagen war nur eine schwache Absauerung 
um etwa 0,4—0,5 pH-Einheiten zu beobachten. Die Nachmittagsmessungen 
ergaben einen Durchschnittswert von pH 4,7. Fiir Br. calycinum gibt 
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Gustafson fiir bewélkte Tage ebenfalls nur eine relativ schwache Ab- 
siuerung an, und zwar von pH 3,8 auf 4,4. 


In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, daf nach langerem Auf- 
enthalt bei schwacheren Lichtintensitaten z. B. im Gewachshaus wahrend 
der Wintermonate sich ein pH-Wert von ~ 5,4 einstellte, der kaum Tages- 
schwankungen zeigte. Durch eine Zusatzbeleuchtung am Tage mit einer 
oder zwei 200-W-Parabollampen mit einer durchschnittlichen Lichtintensitat 
von 15.000 Lux konnte aber an triiben Tagen die normale Acidititsperiodi- 
zitat erzielt werden. Merkwiirdigerweise war das aber nur in den Herbst- 
und Wintermonaten méglich, dagegen nicht an triiben Tagen im Sommer- 
halbjahr zwischen den Monaten April/Mai und September/Oktober. In die- 
ser Zeit war die volle Sonnenlichtintensitét notwendig, um die iiblichen 
pH-Wert-Differenzen zwischen morgens und abends zu erhalten. Das ganze 
System der Pflanze scheint also im Sommer auf ganz andere Lichtintensi- 
taten eingestellt zu sein als in den Wintermonaten. 


Es war zu erwarten, da sich die Differenzen in der aktuellen Aciditit 
auch auf den osmotischen Wert des Zellsaftes auswirken wiirden. Diese 
Erwartung bestitigte sich. Die kryoskopischen Messungen ergaben morgens 
einen um 0,03—0,06 mol héheren Wert als nachmitiags. Mit der grenzplas- 
molytischen Methode durchgefiihrte Bestimmungen ergaben im Durchschnitt 
um 0,1 mol héhere Werte. Im Verlauf des Jahres ist der osmotische Wert 
kleineren oder auch gréBeren Schwankungen unterworfen, die aber nicht 
mit Schwankungen des pH-Wertes parallel laufen. Das ist nicht weiter 
verwunderlich, da der osmotische Wert nicht nur vom Saurestoffwechsel 
abhangt. 

Ganz betrachtlich waren die Unterschiede in der Verlagerungsgeschwin- 
digkeit der Plastiden in den Zentrifugierungsversuchen. Leider kénnen wir 
aber aus diesen Ergebnissen keine Schlu@folgerungen auf die Viskositat 
des Cytoplasmas ziehen, da sich auf Grund der Photosynthese das spezifi- 
sche Gewicht der Chloroplasten andern mu. Anfarbungen mit Jod liefen 
am Nachmittag, wie zu erwarten, einen viel gréReren Starkegehalt der 
Plastiden als am Morgen erkennen. Es ist wohl anzunehmen, daf die Pla- 
stiden dadurch nachmittags schwerer sind und sich deshalb leichter ver- 
lagern lassen. 


Auch die Plasmolyseversuche ergaben keine einwandfreien Ergebnisse, 
da die Mesophyllizellen gegeniiber dem plasmolytischen Eingriff sehr emp- 
findlich sind. So konnte mit Glycerin bei Br. Daig. gar keine normale Plas- 
molyse erhalten werden. Br. tub. ist im allgemeinen etwas resistenter als 
Br. Daig. Soweit die Plasmolyseversuche mit einigem Vorbehalt auswertbar 
sind, erfolgt die Aufnahme von Wasser und Methylharnstoff morgens etwas 
schneller als nachmittags. Die erhaltenen Unterschiede liegen aber nicht 
auRerhalb des dreifachen mittleren Fehlers, so da man aus den erhaltenen 
Ergebnissen keine grundlegenden SchluRfolgerungen ziehen kann. Es sei 
aber darauf hingewiesen, daf nach Alcer (1956) bei den Epidermiszellen 
von Br. Daig. die Aufnahmegeschwindigkeit fiir Harnstoff und Glycerin 
mit fallender cH des Preftsaftes abnimmt. 
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Eindeutige Ergebnisse wurden aber in den Vitalfarbungsversuchen er- 
zielt. Bei Neutralrot und Acridinorange lag in pH-abgestuften Farbstoff- 
reihen der Umschlagspunkt von der Membran- zur Vakuolenfarbung mor- 
gens weiter im sauren Bereich als nachmitiags. Die Lage des Umschlags- 
punktes zeigte eine weitgehende Abhingigkeit von dem Aciditatsgrad des 
PreRsaftes. Je weiter der pH-Wert des Preftsaftes im sauren Bereich lag, 
bei desto tieferem pH-Wert des AuRenmediums erfolgte auch der Umschlag 
von der Membran- zur Vakuolenfarbung. 


Diese Ergebnisse beziehen sich auf gerbstoff- und anthocyanfreie Zellen. 
Fiir die Kambiumzellen von Coniferen und Dicotylen geben bereits 
Bailey (1930) und Bailey und Zirkle (1931) zwei Vakuolentypen 
an, die sie mit A und B bezeichnen. Typ A ist durch den Gehalt an Phenol- 
abkémmlingen ausgezeichnet und besonders an der Niederschlagsbildung 
nach Viialfarbung mit Neutralrot zu erkennen. Ferner unterscheidet sich 
der A- vom B-Typ noch unter anderem dadurch, daf der Vitalfarbstoff 
auch aus saurer Liésung gespeichert wird, der B-Typ speichert im allgemei- 
nen nur aus alkalischen oder neuiralen Farbstofflésungen. Beide Vakuolen- 
typen finden wir auch in den Bryophyllum-Blattern vertreten. Die Gerb- 
stoff bzw. Anthocyan fiihrenden Zellen gehéren dem A-Typ an und weisen 
eine Kriimelfarbung auf, die von der cH der Aufenlésung bis zu einem 
gewissen Grade unabhiangig ist. Die Farbstoffspeicherung beginnt bereits 
im stark sauren Gebiet. Diesen A-Typ habe ich bei meinen Untersuchungen 
nicht beriicksichtigt. Der B-Typ kann aber weiter differenziert werden, und 
zwar haben wir Zellen, die sich iiberhaupt nicht farben, ferner Zellen mit 
»leeren“ und Zellen mit ,vollen* Saften im Sinne Héflers. Der Frage, 
weshalb sich immer ein Teil der Zellen gar nicht anfarbt, soll hier nicht 
weiter nachgegangen werden. Die ,,leeren“ und ,,vollen* Zellsafte des 
B-Typs lieRen sich besonders deutlich in den Versuchen mit Acridinorange 
unterscheiden. Wie bereits Hi fler angibt, fluoreszieren die mit Acridin- 
orange gefarbten ,,vollen* Zellsafte griin und die ,leeren* rot. Ferner be- 
ginnen die ,,vollen“ Zellsafte in Abhangigkeit von der Aufen-cH weiter 
im sauren Bereich zu speichern als die ,,leeren*. Beide Zellsafttypen der 
B-Vakuolen weisen aber zum Unierschied von den A-Vakuolen eine aus- 
gesprochene Abhingigkeit von der cH des Prefisafies auf. Mit fallender 
Aufen-cH geht die Griinfluoreszenz in vielen Zellen Sesonders bei Br. Daig. 
in eine Rotfluoreszenz iiber. Durch Zugabe von verdiinntem Ammoniak 
kann die Griinfluoreszenz aber wieder erhalten werden. 

Der Einflu8 der Zellsaft-cH auf die Farbstoffspeicherung kommt beson- 
ders klar in den Versuchen mit Chrysoidin zum Ausdruck. Mit diesem Farb- 
stoff farben sich nur morgens die Vakuolen, nachmittags bleibt der Zellsaft 
dagegen selbst bei langeren Farbezeiten véllig farblos. Diese merkwiirdige 
Erscheinung erklart sich wohl aus den Dissoziationsverhilinissen des 
Chrysoidins. Nach Angaben von Drawert (1940) diirfte der Farbstoff 
nur bis pH ~5 in dissoziierter Form vorliegen. Die pH-Werte des Pref- 
saftes der Bryophyllum-Blatter betrugen morgens pH ~ 4,4 und nachmit- 
tags pH ~ 5,7. Daraus ist zu schlieRen, da der Farbstoff von den Vakuolen 
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des B-Typs nur gespeichert wird, wenn er im Zellsaft dissoziieren kann, 
das ist der Fall in den Zellen mit einem Prefisaft-pH-Wert von ~ 4,4, aber 
nicht in den Zellen mit pH ~ 5,7. Dieses Ergebnis ist eine weitere Stiitze fiir 
die Auffassung von Drawert, daft fiir die Vitalfarbung der Speicherung 
eine gréRere Bedeutung zukommt als der Permeabilitat. Die Permeabilitat 
ist selbstverstandlich eine Voraussetzung fiir die Vitalfarbung, aber aus 
dem Ausbleiben einer Farbung darf nicht ohne weiteres auf eine Imperme- 
abilitat geschlossen werden. Das Plasma diirfte am Nachmittag fiir die 
stark lipoidléslichen Molekiile der Farbbase ebenso permeabel sein wie am 
Morgen. Fs kann bei der cH-Lage des Zellsaftes aber zu keiner Dissoziation 
und damit zu keiner Anreicherung des Farbstoffes iiber die Sichtbarkeits- 
grenze hinaus kommen. 


Eine Speicherung des Farbstoffes im Zellsaft kann nach Drawert 
(1956.a) auf folgenden Méglichkeiten beruhen: 1. Chemische Bindung mit 
zelleigenen Stoffen, 2. Adsorption an zelleigene Kolloide, 3. Lésung in zell- 
eigenen Lipoiden, 4. auf Grund eines Donnan-Gleichgewichtes, 5. nach dem 
Prinzip der ,,lonenfalle“ und 6. mit Hilfe einer aktiven Aufnahme. In den 
Zellen der Bryophyllum-Blatter scheint fiir die untersuchten basischen 
Farbstoffe Fall eins, zwei und fiinf vorzuliegen. Eine chemische Bindung 
an Gerbstoffe bzw. Anthocyane haben wir in den A-Vakuolen. Eine Ad- 
sorption an zelleigene Kolloide diirfte in den Zellen mit ,,vollen* Zellsaften 
stattfinden, und das Prinzip der ,,lonenfalle* ist in den Zellen mit ,,leeren* 
Zellséften verwirklicht und spielt auch eine Rolle in den Zellen mit ,,vollen* 
Zellsiften. Es wird wohl kaum einmal der Fall auftreten, da in einer Zelle 
die Speicherung nur nach einer der oben angefiihrien Mdéglichkeiten er- 
folgt, sondern es werden immer mehrere Speicherungstypen ineinander- 
greifen, nur daft haufig der eine Typ vorherrscht. In den A-Vakuolen ist 
die chemische Bindung nur das Hauptprinzip, nach dem die Speicherung 
erfolgt, und in den Zellen mit .leerem* Zellsaft die ,lonenfalle*. Uber die 
theoretischen Grundlagen fiir die Speicherung nach dem Prinzip der .,lonen- 
falle“ sei auf die Arbeit von Kinzel (1954) verwiesen. Mit der Speiche- 
rung auf Grund von Adsorptionsvorgangen befaft sich vor allem die Ar- 
beit von Bartels (1954). Den Einflu® der Dissoziationsverhaltnisse auf 
die Farbstoffspeicherung untersuchen auch Bartels und Schwantes 
(1955). 


Die mit den Farbstoffen erhaltenen Ergebnisse sind eine Stiitze fiir die 
von Drawert (1940, 1948 a, b) vertretene Auffassung, da dem cH-Ge- 
falle AuBen/Innen sowie den Dissoziationsverhalinissen der Farbstoffe bei 


der Aufnahme und Speicherung der basischen Farbstoffe durch die lebende 
Zelle eine besondere Bedeutung zukommt. 


V. Zusammenfassung 


Der Prefisaft aus den Blattern von Bryophyllum tubiflorum und Br. 
Daigremontianum zeigt im Herbst und im Winter bei einer Zusatzbeleuch- 
tung am Tage mit 200-W-Parabollampen bei einer durchschnittlichen Licht- 
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intensitat von 15.000 Lux morgens einen pH-Wert um 4,4 und nachmittags 
um 5,6; im Sommer liegt der pH-Wert an sonnigen Tagen morgens um 4,2 
und nachmittags um 5,6. An triiben Tagen tritt auch bei einer Zusatz- 
beleuchtung mit 200-W-Lampen nur eine Absauerung bis pH 4,7—4,9 ein. 
Im Sommer scheinen die Zellen an ganz andere Lichtintensitiaten adaptiert 
zu sein als im Winter. 


Entsprechend den unterschiedlichen pH-Werten ist auch der osmotische 
Wert des Prefisaftes morgens um 0,03—0,06 mol héher als nachmittags. Im 
Laufe des Jahres auftretende gréRere und kleinere Schwankungen laufen 
jedoch nicht immer den Schwankungen des pH-Wertes parallel. 


Aus der Verlagerung der Chloroplasten bei Zentrifugierung kénnte man 
schlieRen, da die Viskositat des Plasmas morgens hoher ist als nachmittags. 
Dabei ist aber zu beriicksichtigen, da sich auch das spezifische Gewicht 
der Chloroplasten andert, da si¢ nachmittags viel mehr Assimilate, ins- 
besondere Starke, enthalten als morgens. 


Plasmolyseversuche zur Klarung der Stoffaufnahme lieferten keine ein- 
deutigen Ergebnisse, da die Mesophyllzellen gegeniiber dem plasmolyti- 
schen Eingriff zu empfindlich sind. 


In Vitalfarbungsversuchen mit Neutralrot und Acridinorange erwies 
sich die Lage des Umschlagspunktes von einer Membran zu einer Vakuolen- 
firbung in Abhangigkeit von der Aufen-cH auch als weitgehend abhingig 
von dem Aciditatsgrad des Zellsaftes. Die Vakuolenfarbung begann mor- 
gens viel weiter im sauren Bereich als nachmittags. 


Mit Chrysoidin farbten sich die Vakuolen der Mesophylizellen nur 
morgens, nachmittags bei einem Preftsaft-pH-Wert von 5,7 trat keine Va- 
kuolenfarbung auf. 


Die mit den basischen Farbstoffen erhaltenen Ergebnisse sind eine 
Stiitze fiir die Auffassung, da dem cH-Gefalle AuRen/Innen sowie den 
Dissoziationsverhiltnissen der Farbstoffe bei ihrer Aufnahme und Spei- 
cherung durch die lebende Zelle sowie ihrer Verteilung in der Zelle eine 
besondere Bedeutung zukommt. 


Herrn Professor Dr. H. Drawert danke ich fiir die Anregung der 
Arbeit. 
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Uber die Tanninoplasten oder Gerbstoffbildner der Rosaceen 


Von 
Johann Politis 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Athen 
(Direktor Prof. Dr. J. Politis) 


Mit 6 Textabbildungen 


(Eingegangen am 6, September 1955) 


Sanio (1863) vertrat die Ansicht, daB der Gerbstoff in der Pflanzen- 
zelle sich stets in Lésung befindet. Trecul (1865) fand Gerbstoff auch in 
Zellmembranen und Stirkekérnern. Pfeffer beschrieb die Gerbstoff- 
blasen von Mimosa und Salix als mit Fliissigkeit gefiillte Raume, welche 
von einer Haut abgegrenzt sind, die er als Niederschlagsmembran bezeich- 
nete. Nageli und Schwendener (1877) fanden die Gerbstoffe ,,teils 
gelést im wasserigen Zellinhalt, teils in hellen 6lartigen Massen, welche 
jedenfalls aus einer viel konzentrierteren Lésung bestehen und iiberdies 
durch eine Plasmahaut von dem iibrigen mit Chlorophyll und wiasserigem 
Zellsaft ausgefiillten Teil des Zellumens geschieden sind“. Loew und Bo- 
korny (1882) gaben an, daft Zucker sich hauptsichlich im Zellsaft, Gerb- 
stoff aber im Plasma der Algen sich vorfindet. Kuscher (1883) fand in 
den Wurzelzellen vieler Pflanzen Gerbstoffballen, die in Kaliumbichromat 
braun wurden, er gab ferner fiir Vicia Faba einen Gerbstoffgehalt des 
Plasmas und des Kernes an. Gardiner (1883) bemerkt, daf ,,tannin 
always occurs in solution in the cell-sap*. Berthold (1886) betrachtet 
die Blasen in den Driisenzellen am Blattstiel von Pelargonium sowie die 
der Zygnemaceen und Phoeosporeen als gerbstoffiihrende Vakuolen. W ent 
(1886) kam auf Grund plasmolytischer Untersuchungen an Camelia-Bliiten- 
blattern zur Uberzeugung, der Gerbstoff sei in adventiven Vakuolen vor- 
handen. Nach Klercker (1888) tritt der Gerbstoff der ausgebildeten Wur- 
zelzellen teils im ganzen Zellsaft gelést, teils in besonderen Behialtern, 
Gerbstoffblasen, auf. Das Protoplasma ist immer gerbstofffrei. Die Gerb- 
stoffblasen sind Vakuolen, die im Plasma durch Verschmelzen kleiner, gerb- 
stoffiihrender Saftriume gebildet werden. Uber die Entstehung der Vakuo- 
len haben sich die Cytologen verschiedene Meinungen gebildet. Die ilteste 
Ansichi iiber den Ursprung der Vakuolen in Pflanzenzellen besagt, daf sie 
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de novo im Protoplasma entstehen. De Vries (1885) nimmt dagegen an, 
daf die Vakuolen nicht de novo entstehen, sondern aus individualisierten 
Koérperchen. Diese nannte er Tonoplasten. Die Tonoplasten, sagte De V ries, 
vermehren sich nur durch Teilung. Diese Theorie fand spater die Unter- 
stiitzung Wents (1888). Pfeffer (1890) fiihrte Asparaginkristallchen in 
das Plasmodium eines Myxomyceten ein und sah, wie sich diese Kristalle 
»mit einer Vakuole umgeben, welche mit einer doch aus dem Cytoplasma 
gebildeten Haut ausgestattet ist“. P fe f f er sieht darin einen Beweis dafiir, 
da die Vakuolen de novo im Protoplasma enistehen. 

P. A. Dangeard (1916) stellte die spater auch von P. Dangeard 
(1922, 1923) anerkannte Theorie auf, daf das Vakuolensystem ein perma- 
nenter Bestandteil der Zelle ist, wie De Vries und Went es gelehrt 
hatien, und daf sich die Vakuolen nie de novo bilden, sondern stets 
durch Teilung aus praexistierenden Vakuolen hervorgehen. Die Gesamt- 
heit der in einer Zelle vorhandenen Vakuolen hat P. A. Dangeard als 
Vakuom bezeichnet. 

Im Jahre 1911 hatten wir nachgewiesen, daf in gewissen Orchideen 
(Coelogyne cristata, Eria stellata) jede der Epidermiszellen ein kugelférmi- 
ges Kérperchen enthalt. Diese Kérperchen zeigen die Gerbstoffreaktionen 
und farben sich mit verschiedenen Anilinfarbstoffen. Daraufhin studierten 
wir die cytologische Bildung der Gerbstoffe in einigen Acacia-Arten (Acacia 
trinervata Sieber., Acacia eburnea Willd. usw.) In jeder einzelnen Zelle 
fanden wir anfangs kugelférmige Kérperchen, die unter der Einwirkung 
von Ammoniakdampf kastanienbraune Farbe annahmen und alle mikro- 
chemischen Reaktionen des Tannins geben. Diese Kérperchen erscheinen 
manchmal in ,, Vermehrung*. In diesem Falle fanden wir in jeder einzelnen 
Zelle mehrere dieser Kérperchen vereint in Form eines traubenférmigen 
Aggregats. Diese besonderen Kérperchen, in denen sich Tannin bildet, 
nannten wir Tanninoplasten oder Gerbstoffbildner?t. Tannino- 
plasten stellten wir auch in anderen Acacia-Arten fest (Acacia decurrens 
Willd., A. pubescens R. Br., A. brachybotrya Benth., A. nerifolia A. Cunn., 
A. linifolia Willd., A. cultiformis A. Cunn., A. sclerophylla Lidl.). 

In den folgenden Untersuchungen studieren wir die cytologische Bildung 
der Gerbstoffe bei einigen Rosaceen. 


Methodisches 


Ein sehr brauchbares Reagens, das die Verteilung der Gerbstoffe inner- 
halb der lebenden Zelle zu beobachten gestattet, ist das von Pfeffer zur 
Lebendfarbung benutzte Methylenblau. 

In der vorliegenden Arbeit wurden von uns hauptsichlich nur sehr ver- 
diinnte Methylenblaulésungen verwendet. Wir untersuchien insbesondere 
weifke Kronblatter und Staubfaden verschiedener Arten der Familie der 
Rosaceen. Die Kronblatter oder Teile derselben durchlécherten wir mit einer 


1 Der Ausdruck .,Plasten* wird hier offenbar nicht im Sinne von .,Plastiden“ 
gebraucht. Die Redaktion. 
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Nadel, bevor wir sie in die Lésung von Methylenblau einlegten, damit das 
Eindringen der Farblésung erleichtert werde. Aus dem gleichen Grunde 
wurden die Kronblatter auch mit kleinen Schnitten versehen. Daraufhin 
wurden sie in die Methylenblaulésung eingelegt und darin 20 bis 24 Stun- 
den belassen. Dann wurden sie mit reinem Wasser abgespiilt und darin 
mikroskopisch untersucht. Stets ist es gelungen, sehr gute Dauerpraparate 
mit Hilfe folgender Methode herzustellen. Nach Verbleib der Kronblattchen 
und der anderen Organe in der Methylenblaulésung kommen die gefarbten 
Objekte auf 24 bis 48 Stunden in eine wasserige Lésung von 3% Kalium- 
bichromat, werden hiermit wiederholt in reinem Wasser umgeschwenkt, 
dann zunachst in 25%igen Alkohol, allmahlich in konzentrierteren Alkohol 
gebracht, darauf in Nelkenél oder Xylol iibertragen und schlieflich in 


Kanadabalsam eingeschlossen. 


Pirus malus 


In Pirus malus wurde Gerbstoff zuerst von Biichner (1839), danach 
gleichfalls von Henmann (1844) nachgewiesen. 1867 studierte Roch- 
leder den Gerbstoff aus der Wurzel- und Sprofrinde, und 1863 widmete 
Sanio der Verbreitung des Gerbstoffes in den Geweben von Malus sil- 
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Abb. 1. Epidermiszellen der Kronblattunterseite von Pirus malus, grote und kleine 
Tanninoplasten. / nicht sprossende, 2 sprossende Tanninoplasten. 


vestris und Prunus einige Beachtung. Trecul (1865) studierte die Lokali- 
sation der Gerbstoffe bei 120 Rosaceenarten mit Hilfe der Ferrosulfat- 
reaktion. Im Jahre 1884 studierte Gerard die Lokalisation der Gerbstoff- 
zellen in verschiedenen Pomoideen, wahrend 1894 Fraulein Maoux die 
Lokalisation bei den von den Pomoideen herriihrenden efbaren Friichten 
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einer eingehenden Untersuchung unterwarf (Dekker, J., 1913, Die Gerb- 
stoffe, p. 156). 

Als Untersuchungsobjekt dienten die Epidermiszellen der Kronblitter 
von Pirus malus. Die Epidermiszellen der Ober- wie der Unterseite dieser 
Kronblitter haben welligen Umrif. Nach Tinktion mit Methylenblau sind 
viele von diesen gefarbt und zeigen somit das Vorhandensein von Gerb- 
stoffvakuolen an. In der Epidermis der Staubfaden, von denen sich diinne 
Lamellen mit dem Rasiermesser abheben lassen, sieht man in jeder Zelle 
eine Anzahl kleiner Kiigelchen mit Methylenblau gefarbt, die im Plasma 


Abb. 2. Epidermiszellen der Kronblatt- Abb. 3. Epidermiszellen der Kron- 

oberseite von Rosa Banksiae, grofe blattunterseite von Rosa Banksiae, 

und kleine Tanninoplasten. 1 nicht groBe und kleine Tanninoplasien. 

sprossende, 2  sprossende ‘Tannino- 1 nicht sprossende, 2  sprossende 
plasten. Tanninoplasten. 


eingebettet liegen. Das Plasma war ungefarbt. Diese Kiigelchen, in denen 
sich Tannin bildet, nennen wir Tanninoplasten. Spater werden sie 
maulbeerartig. Einzelne Ausstiilpungen kénnen sich von den urspriinglichen 
Tanninoplasten loslésen; dann sieht man mehrere Tanninoplasten in einer 
Zelle. In alteren Zustanden waren diese Kiigelchen zu gréferen ver- 
schmolzen und bildeten zuletzt einen einzigen Tropfen, der sich als im 
Plasma liegend erkennen lief. Sehr gute Dauerpriaparate erhalt man bei 
Anwendung, nach Tinktion mit Methylenblau, einer verdiinnten Kalium- 
bichromatlésung. Die Tanninoplasten werden dabei dunkel. Der Gerbstoff 
der mit Kaliumbichromatlésung fixierten Tanninoplasten lést sich nicht 
mehr in Alkohol, Xylol und atherischen Olen und kann somit in der iib- 
lichen Weise in Balsam eingeschlossen werden. Die Tanninoplasten sind 
anfangs kugelige, von einer diinnen Hiille umgebene Gebilde, die in jeder 
Zelle der Epidermis in Einzahl neben dem Zellkern vorhanden sind. Diese 
Kugeln speichern begierig die meisten Farbsioffe, die man auf die Praparate 
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einwirken laBt. Zahlreiche Tanninoplasten sind in ,,.Vermehrung* begriffen. 
Diese erfolgt durch ..Sprossung“, indem an den Tanninoplasten eine oder 
mehrere kleine knopfférmige Anschwellungen sich bilden, die allmahlich 
die Gestalt und Gréfe des Muttertanninoplasten erreichen. Bei sehr energi- 
scher Entwicklung sehen wir die Tochtertanninoplasten zu kleinen, stellen- 
weise verzweigten Ketien vereinigt. 

Vollkommen iibereinstimmende Entwicklung der Tanninoplasien zeigen: 
Pyrus communis L., Prunus Armeniaca L., Prunus domestica L., Prunus 
avium L., Prunus Amygdalus Batsch, Prunus Cerasus L., Photinia glabra, 
Ph. persica, Ph. vulgaris. 


Abb. 4. Epidermiszellen der Kron- Abb. 5. Epidermiszellen der Kronblatt- 
blattunterseite = von Fragaria unterseite von Photinia glabra, groBe und 
: vesca, grofe und kleine Tannino- kleine Tanninoplasten, 1 nicht sprossende, 
| plasten. 1 nicht sprossende, 2 2 sprossende Tanninoplasten. 


sprossende Tanninoplasten, 


Rosa Banksiae R. Brown 


Wir untersuchten weife Kronblatter und Staubfaden dieser Art. Jede 
Epidermiszelle enthalt auBer dem Zellkern und dem Plasma einen Tannino- 
plasten, namlich ein kugelférmiges Kérperchen, das alle mikrochemischen 
Reaktionen der Gerbstoffe zeigt und in der Methylenblaulésung tiefblaue 
Farbung annimmt. Anfangs ist dieses Kérperchen sehr klein. Spater ver- 
groBert es sich und erreicht oder iibertrifft die Gréfe des Kernes selbst. 
Andererseits kann der Tanninoplast durch Sprossung traubenartige Kérper 
bilden. Die Tanninoplasten besitzen eine Umhiillung, in deren Innern sich 
das Tannin bildet. SchlieBlich verschmolzen die Kérperchen und bildeten 
eine Masse, die einen grofen Teil der Zelle ausfiillt. Ebensolche Tannino- 
plasten stellten wir in den Epidermiszellen der Kronblatter fest wie auch 
in der Epidermis der Staubfaden anderer Rosenarten: Rosa arvensis Huds. 
und Rosa canina L. 
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Fragaria vesca L. 


Die Bliiten untersuchten wir in verschiedenen Altersstadien. In allen 
Teilen der Bliite konnte Tannin nachgewiesen werden. Am besten laBt sich 
die Entwicklung der Tanninoplasten in den Staubfaden wie auch in den 
zarten Kronblattern verfolgen. Wenn wir unter dem Mikroskop die Kron- 


Abb. 6. Epidermiszellen der Kronblattunterseite von Prunus insititia, Tannino- 
plasten. 


blatter untersuchten. nachdem sie zuvor einer verdiinnten Lésung von 
Methylenblau ausgesetzt wurden, iiberzeugten wir uns. daf jede der Epi- 
dermiszellen einen kugelférmigen Kérper enthalt oder reichhaltige Trauben- 
formen aufweist. Diese zeigen die Gerbstoffreaktionen und farben sich mit 


Methylenblau. 
Zusammenfassung 


Nach den Forschungen von Went, Klercher, Mangenot. Bailey. 
Guilliermond sind in den Zellen vieler Pflanzen Vakuolen verschie- 
dener Art vorhanden. Mangenot spricht von ,,vacuoles specialisées*. 
Der Ursprung dieser spezialisierten Vakuolen blieb unbekannt. 

1911 stellten wir fest, da das Stroma der Elaioplasten aus denselben 
Stoffen wie die Nukleolen besteht. Die Elaioplasten stehen meist in Be- 
riihrung mit dem Zellkern. Auferdem haben wir als Cyanoplasten (Antho- 
cyanbildner) Inhaltskérper der Zellen von Bliiten und Friichten zahlreicher 
Pflanzen beschrieben. Die Cyanoplasten liegen vielfach neben dem Zellkern. 
Diese Tatsache fiihrte uns zur Annahme, da ein Gen oder eine Gruppe 
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gekoppelter Gene, die in einer bestimmten Zone eines Chromosoms liegen, 
den Kern verla&t und Einflu8® auf die Bildung des Anthocyans nimmt. Wir 
nehmen nun an, daft das gleiche auch fiir die Bildung der Gerbstoffe gilt. 
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Untersuchungen iiber die cytologische Bildung der Phyto- 
melane bei einigen Zinnia-Arten 


Von 


Johann Politis 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Athen 
Mit 8 Textabbildungen 


(Eingegangen am 14. August 1956) 


Einleitung 


Durch die Untersuchungen von Hianausek wurde die Aufmerksam- 
keit auf einen tiefbraunen oder schwarzen kohlenstoffreichen Stoff gelenkt, 
der in der Fruchtwand, aber auch in Hiill- und Spreublatitern, gelegentlich 
auch in  unterirdischen Organen bestimmter Kompositen vorkommt. 
Dafert und Miklaus (1911) haben diese Farbstoffe Phytomelane ge- 
nannt. Sie sollen aus einer sehr kohlenstoffreichen Masse bestehen, die nur 
noch O und H, und zwar im Verhaltnis wie bei Kohlehydraten, enthait. 
Der schwarze Stoff ist auBerordentlich widerstandsfahig gegen lésende und 
zersetzende Mittel. Abgesehen von heifer Kalilauge und Chromschwefel- 
siure, die nur wenig angreifen, und von Jodwasserstoffsdure, ruft kein an- 
deres Reagens eine Verinderung hervor. Die kohlige Substanz findet sich 
an der AuRenseite der mechanischen Gewebeteile der Fruchtwand. Zwar 
wurde diese Substanz schon von anderen Forschern erwahnit, aber erst 
Hanausek hat das Phytomelan in der Fruchtwand zahlreicher Kompo- 
siten festgestellt. Hart wich (Chem. Ztg. 1885. 1X, 1208) scheint der erste 
gewesen zu sein, der die schwarze Substanz aufgefunden und als inter- 
zellulares Sekret beschrieben hat. Kraemer und Sollenberger be- 
schreiben sie in Echinacea angustifolia (Am. Drug. a. Pharm. Rev. 1911, 23). 
Nach Ebert (Beitr. z. Kenntn. d. chem. Arzneisch., Diss. Ziirich. 1907. 97) 
kommen sie .in den vegetativen Teilen der Tubulifloren nicht selten vor“. 
Eine ungenaue Angabe enthalt die Samenkunde von Harz, in der es be- 
ziiglich Helianthus heif®t. daB die unter der Oberhaut liegenden Zellen 
.gleich der Epidermis bei den schwarzfriichtigen Varietaten einen dunkel- 
schwarzen harzartigen gerbstoffreichen Farbstoff* fiihren: auch fiir Madia 
und Guizotia ist ahnliches angegeben. Genauer ist das Vorkommen der 
Schicht von Pfister geschildert. der aufer den genannten Pflanzen auch 
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noch Carthamus anfiihrt. Nach Pfister ist zwischen der Hartschicht und 
den duferen Schichten ein brauner, in Kali, Chromsiaure, Schwefelsaiure 
und Schulzeschem Reagens unléslicher Farbstoff gelagert. der der AuRen- 
seite der Bastbiindel ein schildpattahnliches Aussehen gibt: .Die inter- 
zellulare Lagerung dieser pechartigen Masse tritt besonders bei Carthamus 
klar hervor, wo sie sich zwischen zwei sklerenchymatischen Schichten befin- 
det und die Liicken der Zellen genau ausfiillt.“ In Friichten wurden sie ge- 
funden von Tschirch und Osterle (Atlas, 1900, 273) in Arnica, 
Hanausek in Helian- 

thus annuus (Ber. disch. 

bot. Ges., 1902, XX, 449), 

Gerds (Bau u. Entw. d. 

Kompositenfriichte, Diss. 

Bern 1905, 55) in Rud- 

beckia und Coreopsis und 

Ebert in  Xanthium, 

Carthamus und Silybum. 

Im Jahre 1907 erschienen 

Hanauseks  Unter- 

suchungen iiber die 

«Kohleschicht“, in denen 

einige Falle des Vorkom- 

mens, die Entwicklungs- 

geschichte der schwarzen 

Masse und ihr mikro- 

chemisches Verhalten be- 

handelt wurden. In be- 

zug auf die Zusammen- 

Abb. 1. p Phytomelanoplasten in den jungen Epi- setzung heift es da- 
dermiszellen der Involukralblitter von Zinnia. selbst: Die beispiellose 
Widerstandsfahigkeit der 

schwarzen Masse gegen die Einwirkung lésender oxydierender und 
sonstwie aufschlieRender Kérper berechtigt zu der Annahme, daf die 
schwarze Masse eine der Kohle nahe verwandte Substanz enthalte und 
daf ihr ein sehr hoher Kohlenstoffgehalt zukommen miisse.“ Nach den 
Untersuchungen von Dafert und Miklauz betragt der Gehalt 
der schwarzen Masse an Kohlenstoff 70 bis 76%. Sie findet sich immer 
an der Aufenseite der mechanischen Gewebeteile der Fruchtwand und fiillt 
einen Raum aus zwischen den Bastzellenbiindeln und dem die Oberhaut 
iiberlagerten Parenchym oder der Oberhaut. Hanausek hat das Phyto- 
melan bei 98 Kompositengattungen festgestellt. Es ist eine merkwiirdige 
Tatsache, daB nur gewisse Tribus und Subtribus die schwarze Masse fiih- 
rende Pflanzen enthalten, waihrend in anderen gattungsreichen Gruppen 
diese Masse niemals beobachtet wurde. In Veronieen, Astereen, Anthe- 
mideen, Calenduleen, Arctotideen sind sie bisher noch nicht gefunden wor- 
den: den Cichorieen fehlen sie. Die braunschwarzen Massen wurden als 
eingetrockneter Milchsaft (Greenish) und Farbstoff (Harz, Pfister) 
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angesprochen oder kurz als Sekret bezeichnet (Hart wich). Die Phyto- 
melane stehen entwicklungsgeschichtlich mit der Mittellamelle in Bezie- 
hung, die nach Hanausek zur .melanogenen Schicht“ wird. Ihre Ent- 
stehung erfolgt: 1. .An den Bastfasern mit Bildung einer primiren erst 
farblosen, dann braunen Haut* (in den meisten Fallen, dann als zusammen- 
hiingendes Netz mit Reagenzien isolierbar). 2. .An den Bastfasern ohne 
Bildung einer primaren Haut* (selten, Arnica, dendritische Massen, Bidens, 
Xanthium). 3. .Innerhalb des Sklerenchyms (sklerosierten Parenchyms) 
in Sclerocarpus und in 
Heliopsis und in Wur- 
zeln.~ In der Wurzel von 
Inula Helenium  fand 
Hanausek und nach 
ihm Senft die Phyto- 
melane Parenchym, 
und zwar auch im Zell- 
innern. Sie bilden sich 
zwar auch hier in der 
Mittellamelle. gelangen 
aber durch eine Art Auf- 
lésung, die auch die Zell- 
membranen_ erfaft, ins 
Innere der Zelle. 


Entwicklungs- 
geschichte der Masse 


Hanausek kam in 
der Abhandlung .Uber pp, 2. p Die Phytomelanoplasten in ..Vermehrung* 
die Entwicklungs- begriffen. 

geschichte des Perikarps 

von Helianthus annuus L.“ zu folgendem Schlu&: ,,Was also als kohl- 
oder pechschwarze Masse zwischen dem Hypoderm und den Sklereiden 
an der reifen Frucht beobachtet wird, ist eine Reihe desorganisierter 
Zellen und kein Sekret; es kann somit auch nicht von iniercellularen 
Sekretraumen die Rede sein. Es diirfte wohl ein Humifikationsprozef sein, 
der die Umwandlung der Zellwande in nichtorganisierte Substanz bewirkt 
und gewissermafen eine freilich vielfach durchbrochene Scheidewand zwi- 
schen der AuBenschicht und der Hartschicht des Perikarps aufrichtet.* Der- 
selbe bemerkt (1907), daB die im Jahre 1902 in bezug auf Helianthus aus- 
gesprochene Anschauung des Autors, da die schwarze Schichi eine Reihe 
durch einen HumifikationsprozeB desorganisierter Zellen darstelle, sich 
in dieser allgemeinen Fassung nicht aufrechterhalten. Hingegen ergab die 
Untersuchung, daf der Umwandlungsproze8 in den gemeinsamen Aufen- 
hauten (Mittellamellen) beginnt und daf diese Auenhiaute das erste Ma- 
terial zur Bildung der Schicht abgeben. Eine augenfallige Ubereinstimmung 
zeigt damit der (kiinstlich herbeigefiihrte) VerkohlungsprozeR des Holzes. 
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bei dem nach den eingehenden Untersuchungen Wiesners die Auen- 
haute der Holzzellen zuerst tiefschwarz werden, an ihnen also die Verkoh- 
lung ihren Anfang nimmt und nach Behandlung mit Chromsiure diese 
AuRenhaute als schwarze Faden ungelést zuriickbleiben. Héchstwahrschein- 
lich entsteht zuniachst ein primares (vielleicht gummiartiges) Umwandlungs- 
produkt. wofiir die ersten Formen der Strange und ihr ZusammenschlieBen 
zu einem zusammenhiangenden Netze oder zu Platten sprechen™. 

Spater (1911) kam Hanausek infolge seiner Untersuchungen iiber 
die kohleahnliche Masse 
der Kompositen zu dem 
Schlu&: .,.Die melanogene 
Schicht ist die Mittel- 
lamelle, sie ist stets an 
die mechanischen Zellen, 
zumeist an den Hartbast 
(AuRenseite der Bast- 
faserbiindel), aber auch 
an andere sklerotische 
Gewebe gebunden, also 
an histologische Elemente. 
die zuihrem Aufbau einer 
bedeutenden Zufuhr von 

Baustoffen bediirfen. 

Diese Anhaufung von 

Baustoffen kommt auch 

der Masse zugute inso- 

fern, als sie die Vermeh- 

rung der letzteren in an 

Abb. 3. Epidermiszellen der Involukralblitter. Sklerotischen Elementen 

p Phytomelanoplasten. m Phytomelane. armen Friichten ermég- 

licht. Da nun die Masse 

als Umwandlungsprodukt der Mittellamelle beziiglich ihres Aussehens von 

der Gestalt der mechanischen Zellen abhangig ist, so tritt sie in bestimm- 

ten, die betreffende Kompositengattung charakterisierenden Formen auf, 

die in den meisten Fallen die Zugehérigkeit der Arten zu einer und der- 

selben Gattung erweisen kénnen und daher den aus den morphologischen 

Eigenschaften sich ergebenden Verwandtschafitsverhaltnissen eine weitere 

Stiitze bieten. Die Hauptformen, in denen die Masse auftritt. sind das Netz 

mit mehr oder weniger gleich starken Langs- und Querstreifen, das Netz 

mit vorwaltenden starken Querbinden, das Netz mit rhombischen Maschen 

(Flaveria) und endlich die Platten oder Tafeln, deren wichtigster Verireter 
Tagetes ist.“ 

Grafe (1922) gibt eine Flachenansicht der Phytomelan-Masse aus 
Zinnia elegans Jacq. und bemerkt: ..lmmerhin tritt die Masse nie in fliis- 
siger oder halbweicher Gestalt auf, wie der Abdruck des angelagerten 
Gewebes anzunehmen verleiten kénnte, sondern als zarte. braune Haut. sie 
entsteht aus der Mittellamelle und -wandelt sich schrittweise in Kohle. um. 
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Dieser Prozef. der die Mittellamelle in einen kohlenstoffreichen, chemisch 
héchst widerstandsfahigen Kérper umwandelt, ist ein wahrend des ganzen 
Wachstums der Frucht bis zu Reife andauernder Vorgang. Solange die 
Frucht sich im Reifungszustand befindet, miissen die Laboratorien der Zelle. 
des Zellinhalts und der Zellwand fortwahrend Material erzeugen, die Zellen 
miissen wachsen, die Zellwainde dicker werden. Sobald die urspriingliche 
Mittellamelle umgewandelt ist. wird eine neue erzeugt werden miissen: 
vielleicht ist deren Substanz schon an und fiir sich leichter zu Umwandlun- 
gen geneigt, kurz, auch 
diese verfallt wieder der 
Umwandlung, und zwar 
in Form von Ringelchen. 
Knaueln, verzweigten 
Asten usw.“ 


Spezielle 
Beobachtungen 


In den folgenden Un- 
tersuchungen studieren 
wir die cytologische Bil- 
dung der Phytomelane 
bei einigen Zinnia-Arten. 


Zinnia elegans Jacq. 


Hanausek (1907) hat 
die schwarze Masse in 
Zinnia elegans Jacq. ge- 
sehen in Gestalt eines Abb. 4 Die Phytomelanoplasien bildeten zuletzt 
schén entwickelten Net- eine schwarze Masse. m Die farblosen Wande. 
zes. m Phytomelane. 

Mobius (1927) be- 
merkt, da an den schwiarzlichen Stellen der Involukralblatter von Zinnia 
elegans nur die SchlieBzellen der Spaltéffnungen frei von dem dunklen 
Farbstoff sind. ..lm Mikroskop erscheinen an diesen Stellen die Epidermis- 
zellen mit einem grauen, braunlichen oder olivenfarbenen Saft erfiillt.* 

Als Untersuchungsobjekt haben wir besonders die jungen Epidermis- 
zellen der Involukralblatter benutzt. 

Diese Blatter sind schwarz berandet. zeigen aber auch noch einen dunk- 
len Querstreifen etwas oberhalb der Mitte. Die Zellen an den dunklen 
Querstreifen haben farblose Wande und enthalten im Inneren braune. 
rundliche Korner, die haufig klumpenweise zusammenliegen. Diese Korner 
zeigen die mikrochemischen Reaktionen der Phytomelane. Sie sind unlés- 
lich in Wasser, Alkohol. Ather, Amylalkohol, Benzol, Chloroform, Azeton. 
Petrolather, Glyzerin, Chloralhydrat. Ammoniak, Kénigswasser. Schwefel- 
siure, Salpetersiure, sind ohne sichtbare Einwirkung. selbst beim Kochen. 
Entwicklungsgeschichtlich konnte ich feststellen. daB schon in den jungen 
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Involukralblattern, wenn die braune Farbe eben sichtbar wird, kugelige 
Inhaltskérper in den Epidermiszellen vorhanden sind. Diese Kiigelchen, in 
denen sich Phytomelan bildet, nennen wir Phytomelanoplasten. 
Jede_ Epidermiszelle enthalt am Anfang aufer dem Zellkern und dem 
Plasma nur einen Phytomelanoplasten, namlich ein kugelférmiges Kérper- 
chen, das alle mikrochemischen Reaktionen der Phytomelane zeigt. 


Abb. 5. p Phytomelanoplasten in den jungen Epidermiszellen der Involukral- 

blatter. Abb. 6. p Die Phytomelanoplasten sind in Vermehrung begriffen. Abb. 7. 

Epidermiszellen der Involukralblatter. p Phytomelanoplasten. m Phytomelane. 

w Die farblosen Wiande. Abb. 8. Die Phytomelanoplasten bildeten zuletzt eine 
schwarze Masse. w Die farblosen Wande. m Phytomelane. 


Spater sind die Phytomelanoplasten in Vermehrung begriffen. Diese er- 
folgt durch Sprossung. Bei sehr energischer Entwicklung sehen wir die 
braunen Kiigelchen klumpenweise zusammenliegen. In alteren Zustanden 
waren diese Kiigelchen zu gréReren verschmolzen und bildeten zuletzt eine 
schwarze Masse, die sich als im Plasma liegend erkennen lief. 

Die Phytomelanoplasten lésen sich nicht in Xylol und atherischen Olen 
und man erhalt sehr gute Dauerpriaparate in folgender Weise: Die jungen 
Involukralblatter kommen 12 Stunden in 13%igen Alkohol. werden all- 
miahlich in konzentrierteren Alkohol gebracht. darauf in ein Gemisch von 
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3 Teilen Xylol und 1 Teil Alkohol, werden dann in Xylol iibertragen und 
schlieBlich in Kanadabalsam eingeschlossen. 

Die Zellen an den dunklen Querstreifen haben farblose Winde. Ich 
schlieRe daraus, da die tiefbraunen Stoffe nicht das Produkt einer Um- 
wandlung der Mittellamelle sind, sondern aus besonderen kugelférmigen 
Koérperchen entstehen, in denen sich Phytomelan bildet. 

Vollkommen iibereinstimmende Entwicklung der Phytomelanoplasten 
stellten wir in den Involukralbliattern von Zinnia pauciflora L. und Zinnia 
verticilata And. fest. 
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Vakuolenkontraktion in Pinguicula-Driisenzellen 
Von 
Irmtraud Thaler und Friedl Weber 


Aus dem Institut fiir Anatomie und Physiologie der Pflanzen der Universitat Graz 
Mit 2 Textabbildungen 


(Eingegangen am 30. August 1956) 


Auf der Epidermis der Blatter und des Bliitenstiels von Pinguicula 
gypsicola befinden sich zweierlei Driisenhaare: gestielte und sitzende. Die 
sitzenden Driisen besitzen ein acht- oder mehrzelliges Képfchen. In den 
Zellen des Képfchens voll ausgebildeter Driisen fallt je ein intensiv 
schwarzbraun gefarbter Kérper auf (Abb. 1). In jeder Zelle hat dieser Kér- 
per ungefahr dieselbe GréRe. Er ist kugelférmig oder oval. Es ist zunachsi 

ohne weiteres nicht zu 

dieser auffallende  In- 
haltskérper ist. Der Ver- 

gleich der sitzenden Drii- 

sen verschieden alter 

Blatter besonders 

verschieden alter Bliiten- 

stiele gibt Aufschlu8 

iiber die Entstehung die- 

ser gefarbten Gebilde. In 

Abb. 1. Pinguicula gypsicola. Képfchen einer der Epidermis junger 
sitzenden Driise. In jeder Zelle eine schwarze maxi- _Bliitenstiele, die erst etwa 
mal kontrahierte Vakuole. ein Drittel ihrer definiti- 

ven Lange erreicht haben. 

zeigen die Zellen des ..sitzenden* Képfchens einen farblosen Inhalt. Spiiter. 
zuerst an den Driisen der basalen Halfte des Stieles. weisen die Zellen einen 
lichtgrauen Zellsaft auf. Die zentrale Vakuole. in der sich dieser Zellsaft be- 
findet, nimmt den gréRten Teil des Zellraumes ein und das Cytoplasma ist 
auf einen schmalen wandstandigen Saum beschrankt. In den Zellen etwas 
alterer Driisen setzt allmahtich eine Verkleinerung der Vakuole ein, wobei 
der Cytoplasmasaum voluminéser wird. Es geht also eine Vakuolenkontrak- 
tion vor sich, wobei sich die Farbung der Vakuole verstarkt. Eine Zer- 
kliiftung der Vakuole findet in der Regel dabei nicht statt. Die Folge ist. 
da bei allmahlichem Fortschreiten dieses Prozesses die Vakuole schlie@- 
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lich im extrem kontrahierten Zustand als relativ kleiner, dunkel, fast 
schwarz gefarbter Kérper in der Zelle liegt. Die Lage kann verschieden 
sein; entweder ist die schwarze Vakuole annahernd in der Mitte der Zelle 
gelegen oder dem peripheren Zellpol genahert. Im allgemeinen ist die Lage 
des dunklen Kérpers in allen acht Zellen eines Driisenképfchens ganz die 
gleiche (Abb. 1). 

Die Vakuolenkontraktion, die zur Bildung dieses K6érpers fiihrt, kann 
als ,spontan* bezeichnet werden, das heifft, irgendwelche auere Reize, die 
sie veranlassen, sind nicht zu erkennen. Vor allem kann es ausgeschlossen 
werden, da etwa Reizung durch Insektenfang 
die Vakuolenkontraktion auslésen wiirde. Die 
Pflanzen von P. gypsicola werden im Botani- 
schen Garten unter Glas gezogen. Insektenfang 
kommt nur selten vor. Auch ist zu erwahnen, 
daB die Zellen aller sitzenden Driisen voll ent- 
wickelter Blatter oder Bliitenstiele als Ergebnis 
der Vakuolenkontraktion den dunklen Inhalts- 
kérper aufweisen. Diese sich regelmafRig ein- 
stellende Vakuolenkontraktion etwa als Aliers- 
symptom auffassen zu wollen, ware nicht an- ay) 9. Pinguicula gypsi- 
gebracht, denn die betreffenden Blatt- und Képfchen einer sit- 
Stengelorgane befinden sich im besten Entwick- zenden Driise. Beginn der 
lungsstadium, die Driisenzellen sind plasmoly-  Kontraktion der Vakuolen. 
sierbar. 

Es fragt sich, ob ein ebensolches oder ahnliches Phinomen der Vakuolen- 
kontraktion an den Driisenzellen anderer Pinguicula-Arten bereits beob- 
achtet wurde. In dieser Hinsicht sind die Angaben von Mirimanoff 
iiber Pinguicula vulgaris von Interesse. Mirimanoff (1938) 
hat an den sitzenden Driisenhaaren dieser Pinguicula-Art nachgewiesen, 
daf in deren Zellen bei Reizung durch ein gefangenes Insekt der Vorgang 
der Aggregation, das ist der Zerkliiftung und Verkleinerung der Vakuole, 
vor sich geht, wie er von den Zellen der Drosera-Tentakel schon lange be- 
kannt und gut studiert ist. Abgesehen von der .agrégation naturelle”, wie 
sie an den Blattdriisen dort sich einstellt, wo .un insecte est en voie de 
digestion, hat Mirimanoff aber auch eine .,contraction vacuolaire 
obtenue par les colorants vitaux sur les glandes non irritées* erzielen kén- 
nen. Das Endstadium dieser durch Vitalfarbung mit Neutralrot ausgelésten 
Vakuolenkontraktion der Driisenzellen von P. vulgaris entspricht vollkom- 
men demjenigen, das sich in den Driisenzellen von P. gypsicola von selbst, 
das heift ohne kiinstliche Vitalfarbung einstellt. Da& sich in den Driisen- 
zellen von P. gypsicola die Vakuolenkontraktion spontan einstellt, in denen 
von P. vulgaris erst bei Vitalfarbung mit Neutralrot, beruht vielleicht 
darauf, daB die Driisenzellen von P. vulgaris von Natur aus farblos sind, 
die von P. gypsicola in der Vakuole einen graubraunen Farbstoff enthalten. 
Welcherart dieser F'arbstoff ist, wird sich schwer entscheiden lassen. Grau- 
braune bis schwarze Farbstoffe kommen in Vakuolen von Pflanzenzellen 
relativ selten vor. Mébius hat 1927 die dariiber bekannten Faille zusam- 
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mengestellt, nachdem er schon 1900 iiber das Vorkommen von ,Antho- 
phaein* berichtet hat. Uber das Vorhandensein eines schwiarzlichen Va- 
kuolenfarbstoffes in den Driisenzellen von Pinguicula gypsicola macht 
Mobius keine Angabe. Schittengruber (1953.a) bezeichnet den in 
den Involukralblattern von Compositen auftretenden dunklen Zellsaft-Farb- 
stoff als Anthoorphnin. Mit dem Anthoorphnin kénnte der Pinguicula- 
Farbstoff identisch oder verwandt sein. Die Vakuolen der Compositen- 
Hiillblatter, die Anthoorphnin enthalten. neigen ebenfalls zur Kontraktion 
(Schittengruber 1953b). 

Vakuolenkontraktion kommt in Pflanzenzellen nicht gerade selten vor. 
In der Regel stellt sie sich aber doch nur bei vereinzelten Zellen und als 
Folge irgendeiner traumatischen Einwirkung ein (K iis ter 1951). Bei dem 
hier beschriebenen Fall der Vakuolenkontraktion der Driisenzellen von 
Pinguicula handelt es sich jedoch um eine spontane Kontraktion, die mit 
groBer Regelmafigkeit eintritt, alle Zellen des Driisenképfchens erfat und 
in ihrem Grad zu einer durchaus gleichmafigen Verkleinerung der Vakuole 
fiihrt. 

Ob die spontane Vakuolenkontraktion der Képfchenzellen der sitzen- 
den Driisen von P. gypsicola fiir die spatere Funktion dieser Zellen eine 
Bedeutung hat, ist fraglich. Mit der Vakuolenkontraktion ist wohl stets eine 
Volumszunahme und Verfliissigung des Cytoplasmas verbunden. F e nner 
(1903) fat die sitzenden Driisen von Pinguicula als die eigentlichen Ver- 
dauungsdriisen auf, wihrend die gestielten Driisen durch Ausscheidung 
des klebrigen Sekretes dem ..Fangen“. Festhalten der Beute dienen sollen. 
Die Képfchen der gestielten Driisen zeigen keine spontane Vakuolenkon- 
traktion. Bei Pinguicula caudata, die der P. gypsicola sehr ahnlich sieht. 
ist der Zellsaft der sitzenden Driisen lichtgrau gefarbt. Eine spontane 
Vakuolenkontraktion wird nicht beobachtet. dagegen kommt eine Zer- 
kliiftung des Vakuoleninhaltes vor. die mit der Aggregation zu vergleichen 
ist. 

Zusammenfassung 


In den Képfchenzellen der sitzenden Verdauungsdriisen von Pinguicula 
gypsicola findet eine spontane Kontraktion der einen graubraunen Farb- 
stoff enthaltenden Vakuole statt. 


Literatur 


Fenner, 1903: Beitrage zur Kenntnis der Laubblatter und Driisen einiger Insek- 
tivoren. Flora 95. 

Kiister, 1951: Die Pflanzenzelle. Jena. 

Mirimanoff, 1938: Agrégation protoplasmique et contraction vacuolaire chez 
Pinguicula vulgaris. L. Bull. Soc. Botan. Genéve 29. 

Mobius, 1900: Das Anthophaein, der braune Bliitenfarbstoff. Ber. dtsch. bot. 
Ges. 18. 

— 1927: Die Farbstoffe der Pflanzen. Linsbauer, Handb. Pflanzenanatomie. 
Berlin. 

Schittengruber, 1953a: Das Anthoorphnin der Kompositen-Involukralblitter 
fehlt den SchlieBzellen. Protoplasma 42. 

— 1953b: Kontraktion anthoorphninhaltiger Vakuolen. Protoplasma 42, 


§ 
: 
rf 


Vitale Fluorochromierung pflanzlicher Viruseinschlu8kérper 
Von 


Lieselotte Reiter 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz 


Mit 2 Textabbildungen 


(Eingegangen am 16. Juli 1956) 


Die Betrachtung von tierischen Viruszelleinschliissen nach Vorbehand- 
lung mit fluoreszierenden Farbstoffen im Fluoreszenzmikroskop fiihrte inso- 
fern zu guten Ergebnissen, als die ,,.Viruspartikel* dadurch schon bei ge- 
ringer VergréRerung sichtbar werden. Als besonders giinstigen Farbstoff 
fiir die Fluorochromierung tierischer ViruseinschluRkérper fiihrt H aitin- 
ger 1938 das Primulin an. Pflanzliche Viruseinschlu&kérper scheinen bisher 
nicht einem Fluorochromierungsverfahren unterzogen worden zu sein. Nur 
Haitinger spricht in der oben erwahnten Arbeit vom Sichtbarwerden 
.Virusihnlicher Formen* im Preffsaft von an x-Mosaikvirus erkrankten 
Tabakpflanzen nach Fluorochromierung, wobei es unklar bleibt, was dar- 
unter verstanden war. 

Die Fluorochromierungsversuche, iiber die im folgenden berichtet wird, 
wurden in erster Linie an Aichryson X domesticum f. foliis variegatis durch- 
gefiihrt. Weber hat in den Blattepidermiszellen dieser als ,,Zimmer- 
aonium* bekannten Pflanze protoplasmatische Einschliisse beobachtet, die 
den x-Kérpern viruskranker Pflanzen gleichen. Es wurde daher vermutet. 
da das Aonium ein Virustrager sei. Diese Vermutung fand ihre Bestati- 
gung durch das Ergebnis von Pfropfversuchen. 

Das Virus von Aichryson X domesticum lat sich durch Propfung auf 
vorher virusfreies Aichryson dichotomum iibertragen. Dies geht daraus 
hervor, da in Aichryson dichotomum nunmehr dieselben x-bodies auf- 
treten wie in Aichiryson < domesticum. Da somit auch die x-Kérper-Natur 
der Zelleinschliisse des Zimmerioniums erwiesen war, konnte diese leicht 
kultivierbare Pflanze zur Vitalfluorochromierung der Zelleinschliisse ver- 
wendet werden. 


Saure Farbstoffe 


Kaliumfluoreszein 


Nach Strugger 1949 erweist sich Kaliumfluoreszein als einer der 
besten sauren Plasmavitalfluorochrome. Es liegt von pH = 4,5 an dissoziiert 


| 
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vor, doch sind bis gegen pH =7 auch noch undissoziierte Molekiile vorhan- 
den. Fiir die Untersuchungen wurden abgestuft gepufferte Kaliumfluores- 
zeinlésungen im Verhaltnis 1 : 10.000 hergestellt. Epidermisschnitte von der 
Oberseite der Blatter wurden in den phosphatgepufferten Farbstoff ge- 
bracht, 10 Minuten darin gelassen, hierauf fiir einige Minuten in einer 
reinen Pufferlésung ausgewaschen und sodann im Fluoreszenzmikroskop 
beobachtet. Die folgende Tabelle bringt das Ergebnis der Versuche. In 
dieser und den folgenden Tabellen bedeutet 0 = leuchtet nicht, X — leuchtet 
schwach, XX = leuchtet stark und XXX = leuchtet sehr stark. 


| 


 Zell- 
| Cytoplasma | membran 


2,2 
3,5 
4,4 
5,4 
6,0 
6,5 
7,0 
8.0 
9,0 
9,5 
10,0 


ooo 


Wie die Tabelle zeigt. erreicht die Farbstoffspeicherung der x-bodies mit 


Kaliumfluoreszein ihren maximalen Wert im sauren Bereich: sie leuchten 
hier homogen griin (Abb. 1), obwohl sie, wie schon oben erwahnt, im Hell- 
feld eine granulare Struktur aufweisen. 

Es scheint also, da hauptsachlich die 

Grundmasse bzw. die Grenzschichte des 

x-KG6rpers, nicht aber die eingeschlossene 

»Granula~ den Farbstoff zu speichern 

vermag. Ein schwiacheres Leuchten im 

sauren Bereich ist am Kern und am le- 

benden Plasma zu beobachten. Mit stei- 

Abb. 1. Aichryson X domesticum. gendem pH-Wert nimmt die Adsorption 
Epidermiszellen mit Kaliumfluores- des Kaliumfluoreszein ab. Bei pH = 7,0 
zein vitalfluorochromiert. X-body liegt nur noch eine schwach griine 
leuchtet homogen griin. Fluoreszenz der x-bodies sowie von Kern 

und Plasma vor, die dann bei pH = 7,4 

iiberhaupt aufhért. Von allen verwendeten Fluorochromen speicherte die 
Oberflaichenschichte des x-body das saure Kaliumfluoreszein am stirksten. 


Eosin 


Eosin ist ein anodischer Fluorochromfarbstoff. Da es sich von Fluoreszein 
nur durch die vier Bromionen unterscheidet. war anzunehmen, daf es 


q 
i 
| | | 
pH x-body | Kern 
| 
| 
grin xxx | griin x 0 
grin xxx x x griin x 
| 
| grin xxx | grim xxx griin x ‘ee 
grin xxx griim x x griin x 
grim xxx griin x x griin x 
4 griin x x griin x x griin x = 
0 0 0 
0 0 0 
0 0 0 
a 
E 
4 
4 
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ebenso wie Kaliumfluoreszein von den x-bodies adsorbiert wird. was auch 
die Untersuchungen bestitigen. 


pH Kern Membran 


2,2 0 gelb xx | 0 0 
3.5 gelb x x | gelb x x gelb x x 0 
4,0 gelb x x x | gelb x x gelb x x 0 
5,0 gelb x x gelb x x gelb x x 0 


0 0 0 


Basische Farbstoffe 


Pyronin 


Strugger 1941 weist erstmalig auf den ringgeschlossenen Chinon- 
farbstoff Pyronin als basischen zweifarbigen Fluoreszenzindikator hin. In 
der neueren Literatur (H6fler 1949, Strugger 1949) wird die Bedeutung 
des Pyronins und seine Eigenschaften noch weiter unterstrichen. Dieses 
basische Fluorochrom ergibt im sauren_ bis 
schwach alkalischen Bereich eine gelbe Fluores- 
zenzfarbe (Strugger 1949) und befindet sich 
im dissoziierten Zustand. Uber pH = 10,1 bis 
pH = 11.6 liegt es als Basenmolekiil vor und 
fluoresziert dann kraftig ultramarinblau. Wich- 
tig sind die Vitalfluorochromierungsversuche 
mit Pyronin mit den Einschlu&kérpern deshalb. 
weil die Farbstoffbase stark lipophil ist und 
eventuelle positive Ergebnisse einen Hinweis 
auf die chemische Zusammensetzung der x- 
bodies geben kénnten. Abb. 2. Aichryson X dome- 

Im folgenden wurden Epidermisschnitte von sticum. Epidermiszellen mit 
den Blittern derselben Pflanze, die schon mit Kaliumfluoreszein _vitalflu- 
sauren Farbstoffen behandelt wurde, 10 Mi- °T0hromiert. X-body leuch- 
nuten in abgestuften Pyroninphosphatpuffer- tt 
lésungen belassen. Wie nachstehende Tabelle 
zeigt, lassen die x-Kérper von A. X domesticum eine Adsorption des Farb- 
stoffes in der Oberflachenschichte erkennen, und zwar speichert diese das 
Pyronin von pH = 2,2 bis pH = 9,0 in gelber Farbe. Der Umschlags- 
bereich des Pyronins bei pH =10,1 vom dissoziierten in den Molekiil- 
zustand und gleichzeitige Veranderung der Fluoreszenzfarbe bewirkt auch 
bei der Oberflachenschichte der x-bodies eine Blau- bis Violettfarbung 
(Abb. 2). Strugger (1949: 161) schreibt: .Da die Farbkationen nur in 
einem hydrophilen System mit negativer elektrischer Ladung gespeichert 
werden kénnen, kann zur weiteren Aufklarung der Speicherungsmechanik 
die Arbeitshypothese ais wahrscheinlich angenommen werden, daf die Farb- 
kationen im Plasma durch die hydrophilen Eiweifkérper oberhalb ihres 
IEP gespeichert werden.“ Daraus geht hervor, da die Speicherung des 
Protoplasma Bd. XLVITI/2 21 


AE 
6,0 | 0 
ES 
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Pyronins in der Grenzschichte der x-Kérper im sauren Bereich ebenfalls 
an das Eiweifgeriist erfolgt. AuRerdem deutet die kriaftige violette 
Fluoreszenzfarbe im alkalischen Bereich auf den lipophilen Charakter der 
Plasmagrenzschichte hin. In den kérnigen Partikelchen trat in keinem Be- 
reich Speicherung ein. Dies kann dadurch erklart werden, da® durch die 
Anfarbungsfahigkeit der Oberflachenschichte alle verfiigbaren Ionen von 
letzterer adsorbiert wurden. Die Aufnahme des Farbstoffes bei Kern, 
Plasma und Membran zeigt eine vollstandige Ubereinstimmung mit den von 


Drawert 1940 und Strugger 1949 bei anderen Pflanzen beschriebenen 
Ergebnissen. 


pH x-body Kern Plasma Membran 


gelb x gelb gelb > 
gelb x gelb > gelb 
gelb x x gelb , gelb x x x 
gelb x gelb xx | gelb x xx 
gelb x » gelb ~ » gelb x x x 
gelb x x gelb | gelb x x x 
gelb x x gelb x gelb x x x 
gelb x x gelb gelb x x x 
orange orange 
blau x x blau x | blau x x 
violett x x x violett x x violett x x 
violett x x x violett x x x | violett x x 


Coriphosphin 


Als weiteres basisches Fluorochrom wurde das Coriphosphin, ein meta- 
chromatischer Acridinfarbstoff, verwendet. Nach ler und Miillner- 
Haitinger 1949 speichern volle Zellsifte das Coriphosphin in griiner 


pH x-body Kern Plasma Membran 


0 0 
gelb x | orange 


2,0 0 
3,5 | gelb x 

4.1 gelbgriin 
5,1 | gelbgriin 
6,0 _ gelbgriin 


gelbgriin | orange 
gelbgriin x x x | orange 
gelbgriin orange 
7,0 | gelbgriin 
8,5 gelbgriin 
11,0 gelbgriin 


gelbgriin x x orange 
gelbgriin x orange 
gelbgriin | 0 


ooo co oo 


Farbe, und eine besonders kraftige Speicherung kann man bei der Zellwand 
erkennen. Auferordentlich gute Ergebnisse erhailt man mit Coriphosphin 
bei der Darstellung des tierischen wie auch pflanzlichen Fettes (Haitin- 
ger 1938, Héfler 1949). 


q 
: | 
2,0 0 
3.5 0 
4,3 0 
] 
q 
6,0 0 
7.0 0 
8.0 0 
9,0 0 
10,0 0 
11,0 0 
11,6 0 
q 
| 
x 
x 
x 
x 
x : 
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Die Fluorochromierung der Epidermisschnitte mit Coriphosphin erfolgte 
in iiblicher Weise, jedoch mit einigen Unterschieden, und zwar war die 
Konzentration der Farbpufferlésung 1: 1000 und die Epidermisschnitte 
wurden nur ein bis zwei Minuten der Farbe ausgesetzt. Dieser Farbstoff 
wurde zum erstenmal in den Partikelchen und Polyederkristallen der x-bo- 
dies von Aichryson X domesticum in gelbgriiner Farbe gespeichert. Da, 
wie schon erwahnt, das Coriphosphin von Fetten in gelbgriiner Fluoreszenz- 
farbe gespeichert wird, kann angenommen werden, daft es sich bei den 
granulaartigen Partikelchen und Polyederkristallen um Lipoide handelt. 
Die Fettkiigelchen des Protoplasmas fluoreszieren in derselben Farbe. 


Neutralrot 


Ahnliche Eigenschaften wie das Coriphosphin besitzt das Neutralrot, 
ein basisches Fluorochrom. Es ist ein zweifarbiger Hellfeldindikator, aber 
nur ein einfarbiger Fluoreszenzindikator. Auf Grund der Versuche. die 
Strugger 1949 mit Neutralrot an Pflanzenzellen anstellte, nimmt er an, 
daf das Neutralrot als Base in den neutralen Lipoiden des Cytoplasmas in 
gelbgriiner Fluoreszenzfarbe gespeichert wird. Die Versuche wurden in 
gleicher Weise wie die mit Coriphosphin durchgefiihrt. Konzentration der 
Farbstoffpufferreihe 1: 1000 und ein bis zwei Minuten Farbedauer. 

Bei der Beobachtung im Fluoreszenzmikroskop konnte festgestellt wer- 
den, da&® von pH = 7.3 bis pH = 11 die Partikelchen und Polyederkristalle 
der x-bodies in goldgelber Farbe aufleuchten. Eine Fluoreszenz unter 
pH =7 ist von vornherein ausgeschlossen, da das Neutralrot bis pH =7 
dissoziiert vorliegt und die Farbkationen zur Fluoreszenz nicht befahigt 
sind (Strugger 1949). Membran und Kern speicherten in keiner pH-Stufe 
den Farbstoff. Im Plasma zeigen nur die Fettkiigelchen eine Fluoreszenz, 
und zwar die gleiche wie die Partikelchen der x-bodies. Durch die Spei- 
cherung des Farbbasenmolekiils in den Partikelchen der x-bodies ergibt 
sich ein weiterer Beweis fiir den lipophilen Charakter derselben. 


Plasma-Fett- 


kiigelechen 


Membran 


7,3 gelb x 0 gelb x 

8.0 goldgelb x x 0 goldgelb x x 
10,0 goldgelb x x 0 goldgelb x x 
11,0 goldgelb x x 0 goldgelb x x 


Primulin 


Daf Primulin fiir tierische Virusfluorochromierung mit bestem Erfolg 
angewendet wird (Haitinger 1938), wurde schon erwahnt. Primulin 
laBt sich mit Phenolum liquefactum zur Darstellung der Viruskérperchen 
von Kanarienvogelvirus im Fluoreszenzlicht verwenden. Fluorochromierungs- 


21* 


2,2 0 0 0 
3,5 0 0 0 
: 4,5 0 0 0 
6,0 0 0 0 ; 
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versuche an den x-bodies mit Primulin plus Phenolum liquefactum ergaben 
eine hellblaue bis weiBblaue Fluoreszenzerscheinung. Kern und Plasma 
leuchten ebenfalls blau, aber in einer anderen Farbnuance als der x-body. 
Allerdings kann nicht mit Bestimmtheit behauptet werden, da diese weif- 
blaue Farbe der x-bodies mit der Fluoreszenzfarbe von tierischem Virus 
identisch ist. 


Auramin 


Auramin gehért zu den zweifarbigen, basischen Fluoreszenzindikatoren. 
Von pH —2 bis pH =8 fluorochromiert es in dissoziierter Form gelbgriin 
und iiber pH =8 als Basenmolekiil blaugrau. 

Die Plasmagrenzschichten der x-bodies von Aiciryson < domesticum 
geben mit einer Auraminphosphatpufferlésung 1 : 10.000, 10 Minuten be- 
handelt. eine — gemaf den abgestuften pH-Werten — gelbgriine bzw. blau- 
griine Fluoreszenzfarbe. Die Speicherung des Auramins als Basenmolekiil 
und die Elektroadsorption in der Plasmaschichte deuten sowohl auf den 
lipophilen als auch eiweifartigen Charakter derselben hin. Die folgende 
Tabelle zeigt die Verhiltnisse bei x-body. Kern und Cytoplasma. 


pH | x-body Kern Plasma Membran 


gelb x gelb x grau 
griinblau gelb blaugelb 
blaugrau 0 blaugelb 
blau x x x 0 blau 


Acridinorange 


Uber das Acridinorange, als basisches Fluorochrom, ist eine zahlreiche 
Literatur vorhanden (Strugger 1940,Strugger und Hilbrich 1942, 
Hoéfler, Toth und Luhan 1949, Strugger 1949). Aus den letzten 
Ergebnissen geht hervor, daB die griine Fluoreszenzfarbung der Zellkerne 
auf chemischer Bindung beruht. Bis pH = 8,5 liegt dieser Fluoreszenzindi- 
kator in dissoziierter Form vor. Von der Oberflachenschichte der x-Kérper 
wird Acridinorange in gelbgriiner Fluoreszenzfarbe gespeichert. 


x-body Membran Plasma 


rétlich griin 
rétlich griin 
rétlich griin 
rétlich griin 
rétlich griin 
rot grin 
rot griin 
rot griin 


6,0 0 
7,0 0 : 
4 
9,0 0 
10,0 0 
: 
| ; 
2,2 0 griin 
3,5 griin griin 
4,5 griin x griin 
eee 5,5 griin x griin 
6,5 griin x griin 
7,4 grin griin 
8,0 grin grin 
8,5 griin griin 


Slolojoje 


Abb. 9. Rhoeo discolor. Langsschnitt durch 

die Wurzelspitze (die beiden geschwunge- 

nen Linien begrenzen ungefahr die Region, 

in der sich Endomitosen abspielen: Kerne 

in Endomitose schwarz, W Wurzelrinde, 

Kalyptra). — Original. Alk.-Eisessig, 
Essigkarmin. 


Abb. 9 des Referates von Elisa- 
beth Tschermak-Woess: .Ka- 
ryologische Pflanzenanatomie~ wurde 
in einigen Exemplaren der Auflage 
im Reindruck nicht originalgetreu 
und dadurch in sehr wesentlichen 
Teilen unrichtig wiedergegeben. Die- 
ser verbesserte Abzug ist in Proto- 
plasma, Band XLVII, auf Seite 822. 
an Stelle der dort befindlichen Ab- 
bildung einzukleben. 
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Chlorophyll und Rhodamin 


Alkoholische Chlorophyllésung, die Haitinger 1938 fiir die 
fluoreszenzoptische Darstellung des Fettes angegeben hat, farbt die Ober- 
flachenschichte der x-bodies von Aichryson < domesticum in_ blutroter 
Fluoreszenzfarbe. Die Partikelchen der x-bodies, die, wie oben beschrieben, 
das fiir Fett spezifische Coriphosphin und Neutralrot speicherten, zeigten 
in diesem Fall kein positives Ergebnis. Die Ursache fiir das Ausbleiben 
einer Farbung in den Partikelchen kann nicht eindeutig erklart werden, 
jedoch ist mit grofer Wahrscheinlichkeit die Anwesenheit des Alkohols da- 
fiir verantwortlich zu machen. 

Ahnlich wie die alkoholische Chlorophyllésung verhalt sich das elektro- 
neutrale Rhodamin B, das Strugger 1949 als Lipoidfluorochrom angibt. 
Wieder zeigt sich nur rote Fluoreszenzfarbung in der Oberflachenschichte 
und keine Speicherung in den Partikelchen der x-bodies. Der Grund hiefiir 
diirfte eine grofe Adsorptionsfahigkeit der Grenzschichte sein. Sie bean- 
sprucht den ganzen Farbstoff fiir sich, so da® keine Speicherungsméglichkeit 
beziiglich des Farbstoffes von seiten der Granula im Innern des x-body 
besteht. 


Aminoterephthalsaure und Barbitursaure 


Als besonders geeignetes Fluorochrom fiir Eiweifkristalle fiihrt H a i- 
tinger 1938 eine alkoholische Aminoterephthalsdurelésung an. Weiters 
gibt Haitinger an. daf statt Aminoterephthalsdure auch Barbitursadure 
verwendet werden kann. Eine Behandlung der x-bodies mit einer alkoho- 
lischen Aminoterephthalsaurelésung bewirkt eine blaue Fluoreszenzfarbe. 
Jedoch erzielt man mit Alkohol einerseits und wiasseriger Aminoterephthal- 
saurelésung andererseits den gleichen Erfolg, so da man nicht nur die 
Aminoterephthalsaiure, wie Haitinger es tut, als mafgebenden Faktor 
bei der Blaufluoreszenz betrachten darf. 


Zusammenfassung 


Die protoplasmatischen x-bodies von viruskranken Aichryson lassen sich 
mit verschiedenen Vitalfluorochromen im Fluoreszenzmikroskop deutlich 
hervorheben. 
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Referate 


Handbuch der Pflanzenphysiologie. Herausgegeben von W. Ruhland. 
Band II; Allgemeine Physiologie der Pflanzenzelle. Redigiert von H. J. 
Bogen und H. Ullrich. Mit 204 Abb. XXI, 1072 S. Berlin-Géttingen- 
Heidelberg: Springer-Verlag. 1956. Ganzl. DM 198.—. 


Auf dem Gebiete der Zellphysiologie ist in den letzten Jahrzehnien ganz 
besonders viel gearbeitet und erarbeitet worden; es wird daher gerade die- 
ser Band des grofen Handbuches mit besonderem Interesse aufgenommen 
werden. Es ist hier tatsichlich ein Reichtum an Tatsachen aufgestapelt wor- 
den, so da man sich kaum mehr weiter zu arbeiten getrauen wiirde, hatte 
man nicht diese neue Riesensammlung zur Verfiigung. Die Mitarbeiter des 
Bandes haben ihr Bestes gegeben, und die gliickliche Auswahl der Mit- 
arbeiter verbiirgt, daB es auch das Beste ist. Manche Themen sind behan- 
delt, die man auch anderwirts behandelt findet, doch wird man stets dank- 
bar sein, schwierige Materien von verschiedenen Autoren bearbeitet zu 
finden, besonders dort und dann, wo die Darstellung subjektive Farbung 
angenommen hat. Es mége nicht als Ungerechtigkeit angesehen werden und 
es soll auch gar nicht als verschiedene Bewertung gedeutet werden, wenn 
hier einige Artikel besonders hervorgehoben sind. Mit Griindlichkeit hat 
Stadelmann die ,,Plasmolyse und Deplasmolyse* bearbeitet und da- 
durch manche Literaturangabe vor dem Versinken in die Vergessenheit be- 
wahrt. Der ..Elektrophysiologischen Phanomene™, die sonst oft stiefmiitter- 
lich vernachlassigt werden, hat sich Umrath mit grofer Sachkenninis 
angenommen. Vom ,,Aktivitatswechsel* hat Biinning in gewohnter Ori- 
ginalitat ein plastisches Bild entworfen. Durch das Labyrinth der Vital- 
farbung ist Drawert ein sicherer Fiihrer. .Die Wirkung von Licht und 
Strahlung auf die Zelle* hat Simonis in vorziiglicher Ubersichtlichkeit 
dargelegt. DreiBig Kenner und Konner haben an diesem Band gearbeitet, 
und man sieht schon jetzt, da mit diesem Handbuch ein Werk geschaffen 
wird, das der Pflanzenphysiologie einen nicht zu unterschatzenden Dienst 


erweist. F. Weber (Graz). 


Handbuch der Pflanzenphysiologie. Herausgegeben von W. Ruhland. 
Band III: Pflanze und Wasser. Redigiert von O. Stocker. 
Mit 488 Abb. XII, 1073 S. Berlin-Géttingen-Heidelberg: Springer-Verlag. 
1956. DM 248.—. 

Fiir den Protoplasmatologen ist es erfreulich, daf die Pflanzenphysio- 
logie auch auf denjenigen Teilgebieten, die vor nicht allzulanger Zeit 
wenig Kontakt mit der Zellenlehre hatten, nunmehr viele ihrer Probleme 
auf zellphysiologischer Ebene zu lésen trachtet. Diese Tendenz kommt 
auch im dritten Band des Handbuches der Pflanzenphysiologie zum Aus- 
druck, der erfreulich rasch dem ersten gefolgt ist. Ob es nun Stocking 
ist. der iiber .The State of Water in Cells and Tissues“ schreibt, oder 
Levitt in seinem Artikel .Osmosis and Permeability“, Kramer iiber 
Physiological and Physical Aspects of Water Absorption“, Le vitt tiber 
Significance of Hydration to the State of Protoplasm“, Stocker 
iiber .Diirreresistenz*, immer ist es das Protoplasma, das im Zentrum des 
Interesses steht. Auch in Artikeln, die sich vornehmlich mit makrophysio- 
logischen Fragen befassen, werden die Beziehungen zur Zellphysiologie 
nicht vernachlissigt. So gibt es kaum einen unter den etwa 50 Artikeln 
dieses auBerordentlich reichhaltigen Bandes, an dem der Zellforscher acht- 
los vorbeilesen kénnte. F. Weber (Graz). 
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Hintzsche, Erich: Das Aschenbild tierischer Gewebe und Organe. Metho- 
dik. Ergebnisse und Bibliographie. Mit 80 Abb. IV, 140 S. Berlin-Got- 
tingen-Heidelberg: Springer-Verlag. 1956. DM 39.60. 

Die Mikroveraschung von Schnittpraparaten sowie die optische und 
chemische Untersuchung der mit dieser an sich schon alten Methodik er- 
haltenen Spodogramme vermag uns zwar keine sehr befriedigenden Bilder 
vom strukturellen Aufbau der lebenden Substanz zu liefern, ist aber an- 
dererseits in vielen Fallen sehr geeignet, einen Einblick in den Gehalt der 
Zellen und Gewebe an anorganischer Subsianz sowie in die riumliche Ver- 
breitung derselben zu geben. Mit geeigneten mikrochemischen Verfahren 
kombiniert. erschlieBt die Spodographie mithin die Méglichkeit, in den 
Chemismus des Plasmas, seiner Einschliisse und seiner Differenzierungen 
von der anorganisch-chemischen Seite her tiefer einzudringen. Vor allem 
fiir die Feststellung von funktionell bedingten Schwankungen des Salz- 
gehaltes in sekretorisch und exkretorisch tatigen Zellen, fiir die Unter- 
suchung von Ortlich begrenzter Zunahme an anorganischer Substanz als 
Folge von Alterserscheinungen und fiir viele Sparten histopathologischer 
Forschungen hat sich bisher die Mikroveraschung einsetzen lassen. 

intzsches Arbeit darf das Verdienst in Anspruch nehmen, eine 
monographische Darstellung des derzeitigen Standes der Spodographie zu 
bieten, auf die jeder, der sich in eigenen Arbeiten mit der Mikroveraschung 
befassen muff, mit Erfolg zuriickgreifen wird. 

Neben einer eingehenden Schilderung der Technik der Schnittveraschung 
erfahren die optischen Untersuchungen sowie die physikalischen und chemi- 
schen Methoden der Aschenanalyse eine detaillierte Darstellung. wobei 
auch die technische Méglichkeit des Opakilluminators und des Phasen- 
kontrastverfahrens besprochen wird. 

Die Ergebnisse der Veraschungsforschung — der umfanglich weitaus 
groRte Abschnitt der Hintzschen Arbeit — zeigen, da die Spodo- 
graphie bisher iiberwiegend eine Domine der histologischen und _histo- 
pathologischen medizinischen Institute war. Das. was von Protozoen und 
Evertebraten bisher vorliegt. tritt gegeniiber den Ergebnissen an Wirbel- 
tiermaterial vollstandig zuriick. eine Tatsache. die ein noch weitgehend 
unerschlossenes Forschungsgebiet aufzeigt. Dasselbe gilt sicherlich auch fiir 
die Spodographie an pflanzlichem Material. 

Hintzsches Monographie ist sehr gut disponiert, klar und fliissig 
geschrieben. Die Bebilderung, fast durchwegs Mikrophotographien. ist in 
jeder Hinsicht vorbildlich. Besonders wertvoll ist die Arbeit durch die Bei- 
gabe eines Vollkommenheit anstrebenden. umfangreichen Literaturverzeich- 
nisses, an Hand dessen sich jeder, der auf dem Gebiet der Mikroveraschung 
arbeiten will. leicht zurechtfinden kann. FE. Reisinger (Graz). 


Herausgeber, Eigentiimer und Verleger: Springer-Verlag, Wien I, Mdlkerbastei 5. — Fiir den Inhalt ver- 
antwortlich: Prof. Dr. Friedl Weber, Graz, Schubertstr. 51, Prof. Dr. Josef Spek, Rostock, Zoologisches In- 
stitut, und Prof. Dr. Karl Héfler, Universitit Wien. — Druck: Adolf Holzhausens Nfg., Wien VII, Kandlg. 19-21 
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Bei der Schriftleitung sind folgende weitere Arbeiten eingelangt: 


Nakazawa, Singo: Vital Staining and Mechanical Inversion of Volvor . . 
Levitt, J.: The Moment of Frost Injury . 


Honsell, E.: Sulla presenza di succhi cellulari «vuoti» in Nitella mucronata 


e Chara crinita 


Spiekermann, Ruth: Cytochemische Untersochungen zum Nachweis von 
Nucleinsiuren in Proplastiden . 


Tazawa, M.: Neue Methode zur Messung des osmotischen Wertes einer Zelle 
Bartels, F.: Ungewéhnlich groBe Chloroplasten bei Hpilobiwm-Bastarden. 


Butterfa8, Th.: Uber das Vorkommen umgekehrt 
bei Spirogyra . 


H@fler, K., und A. Diskus: mit Nilblau und 


Strug¢ger, S.: Beobachtungen a an den 
des Vegetationskegels von Elodea densa. . 


Strugger, S.: Elektronenmikroskopische Beobachtungen an den Plasmo- 
desmen des Urmeristems der Wurzelspitze von Alliwm cepa; ein Beitrag zur 
Kritik der Fixation und zur GréBen- 

ButterfaB, Th.: Cher Grana, Karyoide und Pyrenoide von Spirogyra 


Wendel, K.: Uber die Veranderlichkeit des 
Pflanzen im Ablauf eines Tages 


Stadelmann, E.: Uber Resistenz und Zellnekrobiose nach Selzplasmolyse 
bei Pflanzen der westalgerischen Steinwiiste. . . 


Michaelis, P.: Uber die Vererbung von Plastidenmerkmalen 
K.: Thioninfarbbarkeit der Zellmembranen von Sii®wasseralgen . -. 


Guttenberg, H. v. und B. Reiff: Uber den Einflu8 von Atmungsgiften auf 
Wasserpermeabilitét und an den Epidermiszellen von 
Rhoeo discolor 


Schindler, H.: und Protoplasmastruktur der 
Netrium oblongum . 


Kamiya, N., and K. Kuroda: Studies on the Velocity Distribution of the 
Protoplasmic Streaming in the Myxomycete Plasmodium 


Wittekind, D., und A, Vélcker: Zur Frage der intrapl 


bildung nach mit Untersuchungen am Mause- 
ascitescarcinom . . . 


Fredericq, P.:.Colizine und 
Barthelme8&B, A.: Chemisch induzierte multipolare Mitosen. I. 
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Archiv fiir die gesamte Virusforschung 
Begriindet von R. Doerr 
Unter Mitwirkung hervorragender in- und auslindischer Fachleute herausgegeben von 
C. Hallauer, Ben / K, F. Meyer, Sen Francioco / E.G. Nauck, Hamburg 


Zuletzt erschien: 
Band VII, Heft 3. (Abgeschlossen im Februar 1957.) Mit 31 Abhildungen. 
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Lagermaim, G., L. Kjellén, K.-G. Thorsson, and A. Svedmyr. Electron Microscopy 
of HeLa Cells Infected with Agents of the Adenovirus (APC-RI-ARD) Group. — Sinkovics, J. 
The Human Pathogenicity of the Newcastle Disease Virus and its Relation to*the Mumps, 
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